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Apstrakt

Mitohondrijalnata DNK (mtDNK) e mala kru`na molekula ~ii

karakteristiki, kako {to se nasleduvaweto od majkata, golemiot broj na

kopii, otsustvoto na rekombinacija i golemata zastapenost na

polimorfizmi niz kontrolniot region od molekulata, ja pravat pogodna

za forenzi~ki analizi. ^ove~kata mitohondrijalna DNK prvpat bila

sekvencionirana vo 1981 godina vo laboratorijata na Frederick Sanger vo

Cambridge, Anglija. Vo 1999 godina bila revidirana i denes se koristi

kako referentna sekvenca pri analizite na mtDNK, ozna~ena kako

revidirana Cambridge-referentna sekvenca (rCRS). Analizata na

hipervarijabilnite regioni na mtDNK, posebno HV1 i HV2-regionite

kako najpolimorfni, se primenuva vo mnogu forenzi~ki laboratorii vo

svetot za re{avawe na forenzi~ki slu~ai kade {to koli~estvoto na

izoliranata DNK e mnogu malo ili kade {to poradi nedovolen broj na

referentni primeroci za sporedba e potrebno da se vklu~at i drugi

DNK-markeri kako {to e mtDNK.

Populaciskata baza na podatoci igra zna~ajna uloga za poprecizno

statisti~ko presmetuvawe na verojatnosta koga dobieniot haplotip od

primerokot {to se ispituva se poklopuva so toj od referentniot

primerok. Od ovie pri~ini, laboratorijata kade {to se vr{at genetski

analizi treba da ima svoja baza na podatoci od populacijata koja `ivee vo

zemjata kade {to raboti laboratorijata.

Vo ovaa doktorska teza bea analizirani vkupno 444 primeroci od

tri razli~ni etni~ki grupi (Albanci, Turci i Romi) koi `iveat na

teritorijata na Republika Makedonija. Kaj site primeroci be{e

odredena nivnata haplogrupa vrz osnova na zaedni~ki mutacii vo

kontrolniot region na mtDNK. Bea zabele`ani razliki me|u mtDNK-

haplogrupite me|u oddelni grupi. Rezultatite poka`aa visoka

frekvencija na haplogrupata H12 kaj Albancite so 8,78%, pomala kaj

Turcite so 3,3%, dodeka haplogrupite M5a1 i H7a1a bea najzastapeni kaj

romskata populaciska grupa so 13,7% i 10% soodvetno, no bea retki kaj

prethodnite dve grupi.
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Ovaa razlika vo ~estotata na haplogrupite uka`uva na potrebata od

posebna baza na podatoci za forenzi~ki celi.

Populaciskata baza na podatoci }e bide dostapna na EMPOP pod

pristapnite broevi: EMP00644 za Albancite, EMP00645 za Romite i

EMP00646 za Turcite. Pri izrabotkata na doktorskata disertacija, so

primena na mtDNK-analiza bea re{eni dva forenzi~ki slu~aja: slu~aj na

identifikacija na trule`no promeneto NN telo i utvrduvawe na

biolo{ko srodstvo sestra-brat.

Klu~ni zborovi: mtDNK, EMPOP, haplogrupi, Albanci, Turci, Romi,

forenzi~ka genetika.



Summary

Mitochondrial DNA (mtDNA) is a small circular molecule whose

caracteristics such as maternal inheritance, high copy number, lack of recombination

and accumulation of polymorphism throughout the control region are widely used for

forensic analysis. Human mtDNA was first sequenched in 1981 in Frederick Sanger’s

laboratory in Cambridge, England. In 1999 the sequence was re-sequnced and such as

is used as a reference sequence for mtDNA analysis. This sequence is reffered to as

reviser Cambridge Reference Sequence (rCRS). Analysis of mtDNA hypervariable

regions especially the most polimorphic ones such as HV1 and HV2 are used in many

forensic laboratories worldwide for solving foresic cases where the amount of

extracted DNA is very small, or where lack of reference samples for comparison asks

for inclusion of additional DNA markers such as mtDNA.

Population database plays an important role in estimating the expected

frequency of mtDNA haplotypes that are observed in analysed sample which match

with reference sample. For this reason a laboratory working with DNA or mtDNA

should have its own data base from the population in the country the laboratory

works.

In this PhD thesis a total of 444 individuals representing three different ethnic

groups (albanians, turks and romanies) in the Republic of Macedonia were sequenced

in the mitochondrial DNA control region. All samples were detrmined for

haplogroups according to common mutations in the mtDNA control region. The

mtDNA haplogroup composition differed between the three groups. Our results

showed relatively high frequencies of haplogroup H12 in albanians (8.78%) and less

in turks (3.33%), while haplogroups M5a1 and H7a1a were dominant in romanies

(13.7% and 10%, respectively) but were rare in the former two. This highlights the

importance of regional sampling for forensic mtDNA databasing purposes.

This population data will be available on EMPOP under accession numbers

EMP00644 (albanians), EMP00645 (romanies) and EMP00646 (turks). While

working on a PhD thesis two forensic cases were solved with implementation of

mtDNA analysis.
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One case was identification of putrefied body and the other was testing for sister-

brother relationship.

Keywords: mtDNA, EMPOP, haplogroups, albanian, turks, romanies, forensic genetics



ANALIZA NA MITOHONDRIJALNA DNK (mtDNK) OD

BIOLO[KI MATERIJAL VO FORENZI^KITE

ISPITUVAWA

I.VOVED

1. Forenzi~ko profilirawe na DNK

Nasledniot materijal kaj ~ovekot, dezoksiribonukleinskata kiselina –

DNK (angl. Deoxyribonucleic acid-DNA), preku kodira~kiot del na svojata sekvenca

u~estvuva vo odreduvaweto na fenotipskite karakteristiki kaj ~ovekot, dodeka

nekodira~kiot del ili intergenskite sekvenci, osven nivnoto evolutivno

zna~ewe, preku edinstvenosta na sekvencite kaj sekoj poedinec imaat va`na

uloga vo forenzi~kite ispituvawa.

Ot~ituvaweto na DNK, ili profiliraweto na DNK (angl. DNA typing,

profiling), prvpat bilo opi{ano vo 1985 godina od strana na angliskiot nau~nik

Alec Jeffreys [1], koj doka`al deka odredeni regioni na DNK sodr`at DNK-

sekvenci koi se povtoruvaat razli~en broj pati i brojot na povtoruvawata se

razlikuva pome|u individuite. So voveduvaweto na tehnika za ispituvawe na

varijaciite na ovie povtoruvawa po dol`inata na DNK, d-r Jeffreys napravil

test za utvrduvawe na ~ove~kiot identitet. Ovie povtoruva~ki regioni se

poznati kako povtoruva~ki tandemi vo razli~en broj (angl. Variable Number of

Tandem Repeat s- VNTR). Tehnikata {to ja koristel d-r Jeffreys za ispituvawe na

ovie VNTR bila nare~ena restriktivni fragmentni dol`inski

polimorfizmi (angl. Restriction Fragment Length Polymorphism-RFLP), koi se

dobivaat po tretirawe na DNK-molekulata so t.n. restrikcioni enzimi koi ja

se~at molekulata na DNK na odredeni mesta kade {to se nao|aat polimorfnite

nukleotidi. Ovaa RFLP-metoda prvpat bila upotrebena za re{avawe na slu~aj na

angliski imigrant [2], a podocna za re{avawe na slu~aj na dvojno ubistvo [3].

Ottoga{ koristeweto na DNK-analizata bila {iroko prifatena za utvrduvawe

na identitetot. Nedostatokot na RFLP-tehnikata, a toa e potrebata od golemo
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koli~estvo na DNK, bil nadminat so voveduvawe na nova tehnika nare~ena

reakcija na polimerizacija, umno`uvawe na sinxirot na DNK ili PCR (angl.

Polymerase Chain Reaction) [4], so {to mo`at da se napravat nekolku milioni

kopii na DNK od samo edna molekula. Za ova otkritie nau~nikot Kary Mullis vo

1995 godina dobil Nobelova nagrada.

Analizata na DNK denes e neophoden i rutinski del od modernata

obrabotka na forenzi~kite slu~ai, koristej}i ja isklu~itelno ~uvstvitelnata

tehnika zasnovana na PCR, za analiza na biolo{kite tragi so isklu~itelno

malo koli~estvo na dokazen materijal DNK, kako {to se: plunka na

dogor~iwata od cigari, epitelni kletki od ko`ata ostanati na predmeti po

kontakt so niv ili vlakna. Forenzi~kata obrabotka na slu~ai vo DNK-

laboratoriite se vr{i so primena na komercijalni kitovi za analiza na

avtozomalni STR (angl. Short Tandem Repeat) multipleksni markeri (PCR-

reakcija vo edna epruveta vo koja se amplificiraat pove}e lokusi),

avtozomalni SNP-ovi (angl. Single Nucleotyde Polymorphism), markeri na Y i X-

hromozomite i so direktno sekvencionirawe na mitohondrijalna DNK -

mtDNK. Postojnite bazi na DNK-podatoci mo`at brzo da bidat prebarani za

pronao|awe na eventualno sovpa|awe so DNK-profilot dobien od biolo{ka

traga najdena na mestoto na nastanot. Denes vo Evropa postojat golem broj na

forenzi~ki laboratorii i privatni laboratorii za utvrduvawe na tatkovstvo,

vo koi se izveduvaat stotina iljadi DNK-testovi godi{no. Brojot na

laboratoriite koi vr{at DNK-analiza se pove}e raste, paralelno so rastot na

popularnosta na ovaa tehnika vo slu`bite na bezbednosniot sistem na

dr`avata.

Analizata na DNK vo sudskata medicina se koristi vo obrabotka na

kriminalisti~ki tragi, utvrduvawe na identitet na lica i vo doka`uvawe na

biolo{ko srodstvo.

2. Analiza na mitohondrijalna DNK (mtDNK) vo
forenzikata

Ot~ituvaweto na STR DNK-markerite e poekonomi~no i poednostavno vo

sporedba so analizata na mitohondrijalnata DNK. Sepak, jadrenite DNK-

markeri ne mo`at sekoga{ da dadat rezultati, posebno tamu kade {to
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biolo{kite primeroci ne sodr`at dovolno koli~estvo na jadrena DNK. Vo

vakvi slu~ai se primenuva analiza na mtDNK [5]. Mitohondrijalnata DNK se

nao|a vo kleto~nite organeli - mitohondrii ~ija osnovna funkcija e

proizvodstvo na energija (sozdavawe na visokoenergetsko soedinenie ATP -

adenozin trifosfat) po pat na oksidativna fosforilacija, no vo niv se

slu~uvaat i drugi biohemiski procesi va`ni za `ivotot na kletkata.

Postojat dve teorii koi go objasnuvaat nastanuvaweto na

mitohondrijalniot genom kaj eukariotite (organizmi koi se sostojat od edna

ili pove}e kletki koi imaat jadro i organeli ograni~eni so membrana). Spored

ednata teorija, genomot na mitohondriite nastanal so odvojuvawe na del od

jadreniot genom koj potoa bil zatvoren so membrana [6], a drugata teorija e

endosimbiotska, odnosno, spored nea, dene{nite mitohondrii nastanale od

bakteriski predok (prokariot - organizam koj nema so membrana oformeno jadro

i nema organeli), koj vo odreden period od vremeto formiral simbioza so

predok na eukariotski organizam [7,8] otkako bil progoltan od eukariotskiot

organizam, a potoa bil zadr`an poradi zaedni~kiot interes vo simbiotskata

vrska; so tekot na vremeto ja izgubil sposobnosta da funkcionira kako

samostoen organizam, a genomot zna~itelno ja izgubil svojata funkcija. Taka,

denes, sintezata na golem broj proteini na mitohondriite se kodira od

jadrenata DNK [9]. Ona {to ostanuva vo ~ove~kite mitohondrii e kru`en genom

so golemina od ~16569 bazni para (bp), koj sodr`i 37 gusto spakuvani geni koi

kodiraat sinteza na produkti {to se koristat vo procesot na oksidativna

fosforilacija.

2.1. Karakteristiki na mtDNK

2.1.1. Golem broj na kopii

Osnovnata karakteristika koja ovozmo`uva dobivawe na

mitohondrijalna DNK (mtDNK) od degradirani biolo{ki primeroci ili, pak,

od tkiva koi ne sodr`at jadro, kako {to e slu~aj so vlakna od kosa bez koren, e

golemiot broj na kopii na mtDNK vo kletkite vo sporedba so jadrenata DNK od

koja se amplificiraat kratki povtoruva~ki tandemi STR-i. Iako jadrenata

DNK sodr`i mnogu pove}e informacii (3.2 milijardi bazni para od sekoj

roditel), vo kletkata ima samo dve kopii od nea - edna od majkata, druga od
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tatkoto, dodeka mtDNK, koja e mal genom i so~inuva samo 0,25% od celokupnata

DNK vo kletkata, e zastapena vo nekolku iljadi kopii vo kletkata. Se smeta

deka prose~no ima 4 - 5 kopii na mtDNK-molekuli vo edna mitohondrija, a

izmeren e opseg od 1 do 15 mtDNK-molekuli [10]. Bidej}i sekoja kletka sodr`i

stotina do iljada mitohondrii [11], vo edna somatska kletka mo`e da ima

nekolku iljadi mtDNK-molekuli. Sepak, vo najgolem broj na somatski kletki,

brojot na kopii na mtDNK e okolu 500 [10]. Golemiot broj na mtDNK- molekuli

ovozmo`uva pogolem uspeh (vo sporedba so markerite na jadrenata DNK) so

biolo{kite primeroci koi mo`at da bidat o{teteni, na primer so toplina ili

vlaga. Vo tabela 1 se dadeni nekoi od osnovnite razliki me|u jadrenata i

mitohondrijalnata DNK.

Tabela 1. Sporedba me|u ~ove~kata jadrena DNK i mitohondrijalna DNK

Karakteristiki Jadrena DNK
Mitohondrijalna

DNK(mtDNK)
Golemina na genomot ≈3,2 milijardi bp ≈16,569 bp
Kopii vo kletka 2 (po edna od sekoj roditel) mo`e da bide >1000
Procent na celokupna DNK 99,75% 0,25% po kletka

Struktura
linearna
(spakuvana vo hromozomi)

cirkularna

Se nasleduva od tatko i majka majka
Hromozomsko sparuvawe diploidno haploidno
Generacisko rekombinirawe da ne
Replikaciska korekcija da ne

Edinstvenost
edinstvena kaj individua
(osven kaj ednojaj~eni bliznaci)

ne e edinstvena kaj edna
individua (ista e kaj
rodnini po majka)

Stapka na mutacii niska visoka

2.1.2. Nasleduvawe od majkata

^ove~kata mitohondrijalna DNK se nasleduva od majkata. Osnovna

pri~ina za toa e {to spermatozoidite sodr`at samo nekolku kopii na

mitohondrijalna DNK vo sporedba so iljadnicite kopii na mtDNK vo jajce-

kletkata [12]. Me|utoa, pokraj razlikata vo brojot na mtDNK-molekuli, se

smeta deka ima i poseben mehanizam so koj se eliminiraat i nekolkute mtDNK-

molekuli od tatkoto pri spojuvawe na spermatozoidot so jajce-kletkata. Iako

ovoj mehanizam na eliminacija na mtDNK od tatkoto ne e sosema razjasnet, jasno

e deka od prakti~na gledna to~ka pri forenzi~ko testirawe na mtDNK, taa

poka`uva karakteristiki na maj~ino nasleduvawe. Parson i sorabotnicite
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ispituvale i napravile sporedba na 69 para tatko-dete i vo nitu eden slu~aj ne

doka`ale sekvenca na mtDNK od tatkoto kaj deteto so koristewe na tehnika na

direktno sekvencionirawe na PCR-amplificirana mtDNK [13]. Vsu{nost,

majkata ja predava svojata mtDNK na potomcite, pa zatoa site deca i rodnini po

maj~ina linija imaat identi~na mtDNK-sekvenca, {to zna~i deka mtDNK-

haplotipot ne e edinstven kaj edna individua.

Bidej}i i podale~ni rodnini po maj~ina linija mo`at da poseduvaat ist

mtDNK-tip, analizata na mtDNK go zgolemuva brojot na korisni referentni

primeroci koi mo`at da se koristat za da se potvrdi identitetot na

is~eznatoto lice.

Primer za familijarno pedigre so nasleduvawe na mtDNK od majkata e

prika`an na slika 1. Vo ovoj primer, edinstveni mtDNK-tipovi postojat kaj

individuite so broj 1, 5, 7 i 12. Liceto 16 poseduva mtDNK-haplotip kako sedum

drugi prika`ani individui, odnosno individuite so broj 2, 3, 6, 8, 11, 13 i 15.

Slika 1. Ilustracija na nasleduvawe na mtDNK od majka kaj 18 individui vo
hipotetski dadeno pedigre. So kvadrati se ozna~eni ma{kite lica, a so krugovi
`enskite. Sekoj poseben (razli~en) mtDNK-haplotip e pretstaven so razli~na
bukva.
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2.1.3. Otsustvo na rekombinacija

Mitohondrijalnata DNK ne podle`i na rekombinacija i ova se smetalo

za pravilo sѐ do 1999 godina, koga bile objaveni tri publikacii koi sugeriraat

na mo`nosta za rekombinacija na mtDNK ili nasleduvawe na mtDNK od tatkoto

[14, 15, 16]. Nasleduvaweto na mtDNK od tatkoto e objaveno kaj gluvci [17]. So

publikaciite za rekombinacija na mtDNK, avtorite predizvikale branuvawe

vo krugovite na nau~nici {to se zanimavale so forenzi~ka i populaciona

genetika na mtDNK [18, 19, 20, 21, 22]. Eden od avtorite vo publikacijata kade

{to se naveduva rekombinacijata podocna ja povlekol publikacijata poradi

problemi so podatocite [23]. Bidej}i nema direkten dokaz koj bi go poddr`al

nastanuvaweto na rekombinacija bilo vo ili pome|u mtDNK-genomite, ovaa

tema e stavena vo miruvawe za pove}eto nau~nici od ovaa oblast [24, 25, 26, 27].

Me|utoa, postoi eden publikuvan izve{taj za transmisija na tatkoviot

tip na mtDNK vo skeletnata muskulatura [28]. No, ovoj tip na mtDNK od

tatkoto ne bil najden vo nitu edno drugo tkivo. Sli~ni drugi ispituvawa kaj

individui koi imaat sli~no muskulno zaboluvawe ne na{le dokaz za

transmisija na mtDNK od tatkoto [29, 30, 31]. Iljadnici mtDNK-primeroci vo

poslednite tri dekadi go potvrduvaat na~inot na nasleduvawe od majkata [32],

taka {to mo`e so sigurnost da se zaklu~i deka centralnata dogma za maj~inoto

nasleduvawe na mtDNK ostanuva i ponatamu.

Bidej}i nema rekombinacija na mitohondrijalnata DNK, taa se definira

kako sekvenca ili haplotip i se tretira kako edine~en lokus.

2.2. Struktura na mtDNK-genomot (mtGenom)

Mitohondrijalnata DNK e genom so kru`na forma, izgraden od dva

sinxira (te`ok i lesen sinxir) so golemina od pribli`no 16,569 bazni para, no

vkupniot broj na nukleotidi vo mtDNK-genomot (mtGenom) mo`e da varira

poradi mali insercii ili delecii. Na primer, dinukleotidnoto povtoruvawe

na pozicija 514 do pozicija 524, kaj pove}eto individui e ACACACACAC ili

(AC)5, no e zabele`ano deka varira od (AC)3 do (AC)7 [33, 34]. Najgolemiot del od

mtGenomot kodira 37 genski produkti koi se koristat vo procesot na

oksidativna fosforilacija ili vo proizvodstvoto na energija vo kletkata.

Ovie 37 “transkripcioni” geni na mtDNK, koi se nao|aat vo kodira~kiot
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region, kodiraat: 13 proteini, 2 ribozomalni RNK (rRNK) i 22 transportni

RNK (tRNK) molekuli. Asimetri~nata distribucija na nukleotidi vo

mtGenomot gi razlikuva sinxirite na mtDNK kako ”lesen” (light, L-strand) i

”te`ok”(haevy, H-strand) sinxir pri odvojuvawe na mtDNK-molekulite so

gradient vo alkalen CsCl [35]. Te{kiot ili H-sinxir sodr`i pogolem broj na

gvanin nukleotidi, koi imaat relativno pogolema molekularna masa od

~etirite nukleotidi (A,T,C i G), vo sporedba so lesniot L-sinxir. Vkupno 28

genski produkti se kodirani od H- sinxirot, dodeka L- sinxirot kodira 8 tRNK

i enzim nare~en ND6. Genite vo kodira~kiot region na mtDNK se ekonomi~no

gusto spakuvani bez introni samo so 55 nukleotidi vo kodira~kiot region na

pozicija 15447 koi ne se koristat za transkripcija na proteini, rRNK ili

tRNK-molekuli.

Genomot na mitohondrijalna DNK sodr`i i eden kontrolen region (angl.

control region-CR), koj u{te se narekuva i D-petelka (angl. D-loop) poradi

formata {to se sledi so elektronski mikroskop za vreme na replikacija na

mtDNK. Replikacijata na mtDNK po~nuva so H-sinxirot vo kontrolniot

region. Na slika 2 e prika`an kru`niot genom na mtDNK, so dvata sinxira,

regionite so protein-kodira~kite geni i kontrolniot region.

Slika 2. Ilustracija na kru`niot mtDNK-genom (mtGenom) i pro{iren
dijagram na nekodira~kiot region
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Kontrolniot region ne kodira sinteza na genski produkti zatoa u{te se

narekuva ”nekodira~ki region”. Dolg e 1122 bazni para, po~nuva od nukleotid so

pozicija 16024 - 16569, pa prodol`uva od 1 do pozicija 576 (slika 3).

Slika 3. Prikaz na hipervarijabilnite regioni (HV) od kontrolniot region na
mtDNK. Ozna~eni se i varijabilnite regioni (VR) koi retko se koristat.
Kontrolniot region gi opfa}a poziciite od 16024 do 16569, potoa prodol`uva
od pozicija 1 do pozicija 576. Vo kontrolniot region se nao|aat tri
hipervarijabilni regioni (HV). Hipervarijabilniot region HV1 (HV1) se
protega od nukleotidna pozicija 16024 do 16365 (342bp), HV2 se protega od
pozicija 73 do pozicija 340 (268bp) i HV3, koj poretko se ispituva vo
forenzi~kite slu~ai, se protega od 438 do 574 (137bp).

Numeriraweto na bazite na mtDNK-genomot zapo~nuva vo

sredinata na kontrolniot region kade {to e pozicija 1, a potoa prodol`uva niz

celiot genom i zavr{uva so pozicija 16569. Toa e proizvolno, odredeno od

mestoto na dejstvo na MboI-restrikcioniot enzim na L-sinxirot vo kontrolniot

region, kako {to e opi{ano vo trudot na Anderson i sorabotnicite [36].

Pozicijata 1 ne go ozna~uva po~etokot na replikacija, tuku po~etokot na

~itawe na sekvencata.

Fokusot na forenzi~nite DNK-analizi e spored dvata hipervarijabilni

regiona vo kontrolniot region HV1 i HV2, kade {to frekvencijata na

mutaciite e najgolema, a povremeno e vklu~en i tretiot HV3-region.

Hipervarijabilniot region 1 (HV1) se protega od pozicija 16024 do pozicija

16365, a hipervarijabilniot region 2 (HV2), od pozicija 73 do pozicija 340 [37].

Tretiot hipervarijabilen segment, HV3 [38,39], se protega od pozicija 438 do

pozicija 574 [40, 41, 42]. Goleminata na segmentite koi se analiziraat mo`e da

varira od studija do studija, vo zavisnost od primenetite prajmeri (angl. primer),

no opfatenite sekvenci ne treba da se premnogu kratki za da ne se ispu{tat

nekoi od polimorfizmite vo hipervarijabilnite regioni.
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Polimorfizmi ili mutacii mo`at da nastanat na koe bilo mesto

niz celiot genom na mtDNK, no najgolem broj od niv se zabele`uvaat vo

hipervarijabilnite regioni, vo takanare~enite “hot spots”, kade {to se

grupiraat pove}eto od varijaciite [43]. Se smeta deka stapkata na mutacii e 10

pati pogolema kaj mtDNK otkolku kaj jadrenata DNK. Pri~inata za pogolemiot

broj na mutacii kaj mtDNK e postoeweto na pomal broj mehanizami za popravka

na nastanatite mutacii (DNA repair mechanisms), kako i nedostatok na mehanizam

na DNK-polimerazata za povtorno ~itawe na sekvencata (proofreading).

Zgolemenata varijabilnost na sekvencata na mtDNK e korisna za

pove}eto aplikacii kade {to se vr{i ~ove~ka identifikacija. Vo sporedba so

kodira~kiot region, kontrolniot region poradi negovoto namaleno u~estvo vo

prirodnata selekcija kako nekodira~ki region, poka`uva zna~itelni razliki

me|u individuite, posebno po dol`ina na HV1 i HV2-regionite. Od ovie

pri~ini, forenzi~koto DNK-testirawe se dol`i na razlikata vo sekvencite vo

hipervarijabilnite regioni na kontrolniot region [44].

Za HVI i HVII-regionite, kombinirani zaedno, kavkaskite Evropejci se

razlikuvaat me|u sebe prose~no na sekoj osmi nukleotid. Vsu{nost, presmetano

e deka kontrolniot region na mtDNK se razlikuva za okolu 1-2% ili 7 - 14

nukleotidi od 610 bp na HV1 i HV2-regionite zaedno, pome|u nesrodni

individui [45].

Postojat pove}e metodi za odreduvawe na varijaciite na mtDNK koi

mo`at da se koristat za isklu~uvawe na primerocite {to ne se sovpa|aat. Ovie

metodi obi~no se fokusirani na odreduvawe na varijaciite na

hipervarijabilnite ”hotspots” i vklu~uvaat upotreba na oligonukleotidni

probi, specifi~ni za odredena sekvenca (angl. Sequence-specific oligonucleotyde

probes) [46], mini-sekvencionirawe (angl. mini-sequencing) [47], denaturira~ka

gradient elektroforeza (angl. denaturing gradient electrophoresis), analiza so

restrikcioni enzimi za HV1-regionot [48] i analiza so reverzen dot blot (angl.

dot blot) [49]. Analizata na mtDNK naj~esto se izveduva so metodata na

sekvencionirawe po Sanger [50, 51].
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3. Referentna sekvenca na ~ove~kata mtDNK

^ove~kata mtDNK prvpat bila sekvencionirana vo 1981 godina vo

laboratorijata na Frederick Sanger vo Kembrix, Anglija, a sekvencata e opi{ana

vo trudot na Anderson i sorabotnicite [36]. Pove}e godini, originalnata

”Andersonova” sekvenca (ozna~ena po imeto na prviot avtor po alfabetski

redosled od istra`uva~kata grupa na Sanger) bila referentna sekvenca so koja

bile sporeduvani novite sekvenci. Andersonovata sekvenca, isto taka, se

narekuva i Kembrix - referentna sekvenca (CRS). Vo 1999 godina, originalniot

materijal upotreben od Anderson i sorabotnicite za da ja sozdadat CRS, bil re-

sekvencioniran [52] i e ozna~en kako revidirana Kembrix - referentna

sekvenca (angl. revised Cambridge Reference Sequence-rCRS). Sekvencata od 1981

godina poteknuva od lice od evropsko poteklo, me|utoa sodr`i i sekvenci od

HeLa i govedska sekvenca za da se popolnat prazninite koi bile rezultat na sѐ

u{te nedovolno razvienata procedura za sekvencionirawe na DNK. So

podobruvawe na tehnologijata na sekvencionirawe na DNK vo narednite dve

dekadi, nau~nicite smetale deka site gre{ki treba da se popravat za da se

ovozmo`i {iroka upotreba na referentnata sekvenca vo idnina.

Povtornata analiza na sekvencata gi potvrdila site osven 11 nukleotidi

od originalnata sekvenca (tabela 2). Edna od ovie razliki bila delecija na eden

citozin na pozicija 3107. Delecijata na C-nukleotidot na pozicija 3107 zna~i

reka referentniot mtGenom bi bil so dol`ina od 16568 bp, no prethodnoto

numerirawe e zadr`ano so dodavawe na edno ”N” na mestoto na delecijata 3107.

So toa, Andrew i sorabotnicite prepora~ale da se zadr`i prethodnoto

numerirawe i za revidiranata Kembrix - referentna sekvenca so ”N” mesto na

pozicija 3107. Revidiranata Kembrix - referentna sekvenca od ”16569 bp” e

dostapna na MITOMAP website:http://www.mitomap.org/mitoseq.htm [53].

Dopolnitelni sedum nukleotidni pozicii: 263A, 311-315CCCCC, 750A, 1438A,

4769A, 8860A i 15326A se poka`alo deka se to~ni, no pretstavuvale retki

polimorfizmi. Ostanatite tri se nukleotidi (14272, 14365 i 14766),

insertirani od govedskata sekvenca i od HeLa-kletkite. Za sre}a, ne bile

zabele`ani gre{ki vo kontrolniot region, taka {to originalnata

Andersonova sekvenca bila identi~na so revidiranata Kembrix-sekvenca po

dol`ina na HVI i HVII-regionite koi imaat {iroka primena vo forenzi~kite
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analizi. Ovaa revidirana Kembrix-referentna sekvenca (rCRS) sega

pretstavuva prifaten standard za sporedba i e dostapna vo GenBank kako NCBI-

referentna sekvenca NC_012920.1.

Tabela 2. Sporedba na nukleotidnite razliki zabele`ani pome|u originalnata
Kembrix - referentna sekvenca i revidiranata Kembrix - referentna sekvenca

Nukleotidna Region na mtGenom Originalna Revidirana CRS
polo`ba CRS (rCRS)

3106-3107 16S rRNA CC C

3423 ND1 G T

4985 ND2 G A

9559 COIII G C

11335 ND4 T C

13702 ND5 G C

14199 ND6 G T

14272 ND6 G C

14365 ND6 G C

14368 ND6 G C

14766 cyt b T C

4. Heteroplazmija

Heteroplazmijata pretstavuva prisustvo na pove}e mtDNK-haplotipovi

kaj edna individua [54, 55]. Prisustvoto na pove}e mtDNK-haplotipovi kaj edna

ista individua se dol`i na toa {to mtDNK-molekulite se repliciraat

nezavisno edna od druga i ne se striktno vrzani so mitoti~nata ili mejoti~nata

kleto~na delba, no i ne podle`at na rekombinacija [56]. Vo sporedba so

jadrenata DNK, kontrolniot region na mtDNK poka`uva visoka stapka na

mutacii [13]. Ovie faktori se pri~ina za mo`nosta kaj edna individua da se

najdat razli~ni populacii na mtDNK-molekuli, koi se repliciraat i podle`at

na segregacija nezavisno edni od drugi.
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Iako heteroplazmijata mo`e da se prenese od majkata na potomstvoto [57],

sepak site mtDNK-varijanti ne se prenesuvaat na potomstvoto. Postojat

mehanizmi koi go ograni~uvaat prenesuvaweto na mtDNK-varijantite pome|u

generaciite. Toa e takanare~eniot fenomen na ”grlo na {i{e” (angl. Bottleneck),

koj nastanuva pri oogenezata ili ranata embriogeneza. Se smeta deka

goleminata na mejoti~niot ”Bottleneck” e 2 do pove}e od 100 mtDNK-molekuli za

odredena transmisija majka-dete, so naj~esta transmisija na 3-20 molekuli [58,

59].

Heteroplazmijata mo`e da se javi na nekolku na~ini:

1. individuite mo`at da imaat pove}e od eden tip na mtDNK vo edno

tkivo;

2. individuite mo`at da imaat eden vid na mtDNK vo edno tkivo, a drug

tip vo drugo tkivo;

3. individuite mo`at da bidat heteroplazmi~ni vo edno tkivo, a

homoplazmi~ni vo drugo tkivo [60].

Dve ili pove}e populacii na mitohondrijalna DNK mo`at da se sretnat i

vo edna kletka ili vo edna mitohondrija [61,62]. Se misli deka site individui

vo nekoj stepen se heteroplazmi~ni, no vo pove}eto slu~ai toa e pod granicata

na detekcija pri analizata na DNK-sekvencata [63,64,65,66]. Za da bide

detektirana mtDNK mutacijata mora da bide rasprostraneta so dovolna

frekvencija pome|u mtDNK-molekulite vo kletkata.

Vo literaturata se opi{ani: to~kesta i dol`inska heteroplazmi~nost

[67]. Dol`inskata heteroplazmi~nost obi~no se javuva okolu homopolimernata

C-niza vo HV1-regionot na pozicija od 16184 do 16193 i vo HV2-regionot na

pozicija od 303 do 310. Policitozinskite nizi vo HV1-regionot se nekoga{

te{ki za interpretacija. Ovie regioni, okolu 16184-16193 se ~esto

heteroplazmi~ni, odnosno populacii na mtDNK-molekuli se razlikuvaat vo

brojot na citozinite vo citozinskite nizi. Vo HV1-regionot, tranzicijata na

”T” na pozicija 16189 vo ”C”, kako {to mo`e da se vidi na slika 4, doveduva do

formirawe na ”C” niza koja obi~no sodr`i 10 ili 11 citozini. Sekvencata {to

sleduva po ”C” nizata ne mo`e ponatamu da se analizira bidej}i e nepodobna,

zatoa {to polimerazata se obiduva da sekvencionira niza razli~ni dol`inski
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varijanti. Vo vakvi slu~ai, sekvencioniraweto so prajmer koj se vrzuva na 3’

krajot od sekvencata ovozmo`uva ~itawe na delot po citozinskata niza.

Slika 4. Primer za dol`inska heteroplazmija vo sekvencata na mtDNK od
primerok vklu~en vo populacionata studija. Prika`ani se nukleotidi od
pozicija 16183 do pozicija 16196 na mtDNK-genomot. Primerokot prika`an na
dolniot del ima citozin - C na pozicija 16189, so nizata citozini nastanuva
dol`inska heteroplazmija. Na gorniot del od slikata e prika`ana
homoplazmi~na sekvenca so timin - T na pozicija 16189.

To~kestata heteroplazmi~nost ozna~uva prisustvo na dva nukleotida na

edno mesto, {to doveduva do pojava na dva preklopuva~ki pika vo sekvencata na

elektroferogramot (slika 5). Vo vakvite slu~ai, nukleotidnata pozicija se

smeta za heteroplazmi~na dokolku vtoriot pik e pove}e od 10% od visinata na

primarniot pik. Naodot na to~kesta heteroplazmi~nost mora da bide prisuten

najmalku vo dvete reakcii na sekvencionirawe, so ”forward” i so ”reverse”

prajmerot. Heteroplazmi~nite pozicii se ozna~uvaat so IUPAC- nomenklatura

(tabela 3).
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Slika 5. Primer za to~kesta heteroplazmi~nost vo sekvencata na mtDNK od
primerok vklu~en vo populacionata studija. Prika`ani se nukleotidi od
pozicija 183 do pozicija 188 na mtDNK-genomot. Primerokot prika`an na
dolniot del od slikata ima istovremeno C i A nukleotid na pozicija 186. Vo
gorniot del od slikata e prika`ana homoplazmi~na sekvenca.

Heteroplazmi~nosta na dve mesta kaj edna individua e poznata kako

”triplazmija” i e opi{ana vo literaturata [58], no se javuva so mala

frekvencija za razlika od heteroplazmijata na edno mesto. Opi{ani se i

pogolem broj na heteroplazmi~ni mesta po dol`inata na mtDNK kaj edna

individua [68], no strategijata na sekvencionirawe mo`e zna~itelno da vlijae

na dobieniot rezultat [69], kako, na primer, mo`nata kontaminacija vo tek na

amplifikacija so pogolem broj na ciklusi. Kaj edna individua se smeta deka

heteroplazmijata se dvi`i so ~estota 2-8 % [70].

Iako postojat studii vo koi e navedeno deka frekvencijata na

heteroplazmiite mo`e da se razlikuva kaj razli~ni vidovi na tkiva, se smeta

deka heteroplazmijata e najvisoka vo muskulnoto tkivo i deka statisti~ki

zna~ajno se razlikuva kaj razli~ni vozrasni grupi, {to sugerira deka

heteroplazmijata se zgolemuva so vozrasta na ~ovekot [71]. Sepak, drugi studii

objavuvaat podatok deka heteroplazmijata ostanuva stabilna vo tekot na
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stareeweto na ~ovekot, a poverojatno e deka se nasleduva otkolku deka se

zgolemuva so stareeweto.

Prisustvoto na heteroplazmi~nost mo`e da ja komplicira, no i da ja

zgolemi dokaznata vrednost pri forenzi~ko testirawe i sekoga{ treba da se

ima predvid [72,73].

5. Nomenklatura na sekvencata na mtDNK

Ozna~uvaweto na sekvencata na hipervarijabilnite regioni bi bilo

konfuzno i te{ko dokolku bi se naveduvale site bazi vo nizata na sekvencata

{to se analizira. Zatoa, postoi drug pristap so koj se ozna~uvaat samo bazite

{to se razlikuvaat od Andersonovata sekvenca ili od Kembrix - referentnata

sekvenca (CRS) [36]. Sekoj bazen par od ovaa sekvenca e ozna~en so broj.

Andersonovata sekvenca e pretstavena kako sekvenca na lesniot sinxir i se

sporeduva so sekvencata na primerokot {to se ispituva. Pri ~itaweto se

naveduvaat samo bazite koi se razlikuvaat od referentnata sekvenca, dodeka

drugite se podrazbira deka se isti so tie na referentnata sekvenca. Razlikite

vo odnos na referentnata sekvenca se naveduvaat na toj na~in {to se naveduva

redniot broj na bazniot par kade {to e razlikata i se dodava bukva koja ja

ozna~uva bazata. Na primer, na mestoto 16311 vo referentnata sekvenca se nao|a

bazata T (timin), no kaj nekoi lica na taa pozicija mo`e da ima C (citozin).

Ovoj polimorfizam se ozna~uva kako 16311C, a za ostanatite, ako ne e navedena

oznaka, se podrazbira deka se isti so referentnata sekvenca [74].

Inserciite (vmetnuvawa na bazi) se ozna~uvaat so stavawe na to~ka po

pozicijata na poslednata baza koja se poklopuva so Andersonovata sekvenca, po

{to sleduva broj. Za prva insercija se dodava ”1”, za vtora ”2” i taka natamu, a

potoa se dodava nukleotidot koj e vmetnat. Na primer, ako bazite po pozicija

309 se pomesteni za eden dodaden citozin (C), insertiranata baza }e bide

ozna~ena kako 309.1 C. Ako se vmetnati dva C, se ozna~uvaat kako 309.1 C, 309.2 C.

Za deleciite (nedostasuvawe na baza) se naveduva pozicijata kade {to

nedostasuva bazata vo odnos na CRS po koe sleduva bukvata D ili ”-” (na pr.349 D

ili 349-).

Bazite koi se nedvosmisleno odredeni se ozna~uvaat so odredena bukva (A,

C, T, G). Bazite koi ne mo`at da bidat ednozna~no odredeni se ozna~uvaat so N.



16

Na potvrdenite heteroplazmi~ni pozicii mo`e da se primeni nomenklatura

dadena od strana na Internacionalnoto zdru`enie za op{ta i primeneta hemija

(International union of pure and applied chemistry-IUPAC) za imenuvawe na bazi.

Dokolku ne e potvrdena heteroplazmi~nosta, toga{ na taa pozicija mo`e da

stoi N. Na potvrdenite pozicii na dvosmislenost (ambivalentnost) mo`at da se

koristat IUPAC-ovite kodovi (Tabela 2). Na primer, A/G heteroplazmi~nost

mo`e da se ozna~i i so N ili so R.

Tabela 3. IUPAC-kodovi za imenuvawe na bazi koga na ista pozicija se nao|aat
pove}e od eden nukleotid, odnosno pri heteroplazmi~nost

IUPAC kod Kombinacija na

nukleotidi

R A/G

Y C/T

K G/T

M A/C

B C/G/T

D A/G/T

H A/C/T

V A/C/G

S G/C

W A/T

Imenuvaweto na sekvencite na mtDNK vrz osnova na sporeduvawe so

standardnata sekvenca e ednostaven na~in na zaedni~ki jazik da se opi{at

varijaciite zabele`ani vo ~ove~kata populacija. Opi{anata nomenklatura se

koristi {iroko vo forenzi~kite laboratorii [75,76].

Nekoi grupi na nau~nici koristat filogenetski pristap vo

prika`uvawe na nomenklaturata na mtDNK-sekvencata [77,78]. Vo idnina,

prou~uvaweto na nizata so koristewe na celata mtDNK-sekvenca [79,80] }e

ovozmo`i otstranuvawe na ambigvitetite i potencijalnite nesovpa|awa koi se
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pojavuvaat poradi skratuvawe na sekvencata na razlikite so referentnata

sekvenca, koristej}i pravilo na hierarhija ili filogenetski pristap.

6. Analiza na mtDNK vo forenzi~ki slu~ai

Vo poslednite nekolku godini bile izvedeni interesni istoriski

identifikacii so analiza na mtDNK, kako {to se: analizata na ostatocite od

grobot na neznajniot junak od vojnata vo Vietnam, kade {to po analiza od {est

skeletni primeroci, DNK-laboratorijata za identifikacija na vooru`enite

sili vo Amerika (angl. Armed Forces DNA Identification Laboratory- AFDIL), so

sekvencionirawe na mitohondrijalna DNK i so sporedba na rezultatot so

referentni primeroci od sedum familii, gi povrzale ostatocite so edna

familija, odnosno bilo utvrdeno deka koskenite ostatoci mu pripa|aat na

vojnikot Michael Blassie [5,81]; identifikacijata na ruskata kralska familija

[72, 73, 82], tvrdeweto na Anna Anderson Manahan deka e ruskata princeza

Anastasija bilo doka`ano deka e pogre{no [83].

Mitohondrijalnata DNK ima golema va`nost vo forenzi~kata genetika,

bidej}i mo`e efikasno da se amplificira od mali koli~estva na biolo{ki

primeroci ili degradiran biolo{ki materijal. Vo slu~ai kade {to

koli~estvoto na izoliranata DNK e mnogu malo, verojatnosta za tipizacija na

mtDNK, poradi golemiot broj na kopii vo kletkite i poradi nejzinata kru`na

postabilna forma, e pogolema od ot~ituvaweto na markerite na jadrenata DNK.

Otpadnati vlakna, koski, zabi i drugi primeroci koi se zna~itelno razgradeni,

mo`at da bidat koristeni za mtDNA-analiza [84, 85, 86, 87].

Primenata na analizata na mtDNA vo forenzi~kite ispituvawa se

dol`i na prednostite koi ovaa analiza gi ima vo odnos na jadrenata DNK, a toa

se golemiot broj na kopii na mtDNK vo edna kletka, {to ovozmo`uva analiza na

stari degradirani primeroci. Isto taka, mitohondrijalnata DNK se nasleduva

po maj~ina linija, {to ovozmo`uva identifikacija na ~ove~ki ostatoci so

sporeduvawe na koj bilo rodnina po maj~ina linija. Prenesuvaweto na

mitohondrijalnata DNK po maj~ina linija e glavno stabilno niz pove}e

generacii, a biolo{kata relacija pome|u individuite me|u koi se bara srodstvo

mo`e da se utvrdi so tipizacija na mitohondrijalna DNK duri i so isklu~uvawe
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na nekolku generacii. Analizata na mtDNK pretstavuva komplementarna

metoda so ostanatite {to se koristat vo forenzi~kite genetski laboratorii,

zna~itelno va`na vo nekoi slu~ai za dobivawe na potrebnata statisti~ka

vrednost >99,9% [88]. Sekako, postojat i ograni~uvawa na ovaa tehnika, odnosno

nasleduvaweto po maj~ina linija mo`e da pretstavuva problem vo

kriminalisti~kata obrabotka na slu~ai bidej}i ako se isklu~i mo`na mutacija,

site ~lenovi po maj~ina linija }e imaat ist haplotip. Pri identifikacija,

zna~eweto na sovpa|aweto (angl. matching) na mtDNK-sekvencata zavisi od

slu~ajot {to se ispituva, odnosno samo odreden splet na okolnosti mo`e da

ovozmo`i mtDNK-sovpa|aweto da se smeta za definitivno. Ova se slu~uva koga

grupata na mo`ni izvori za sporedba e zatvorena, odnosno koga primerokot za

identifikacija se povrzuva so poznata grupa na individui.

Analizata na mtDNK bara mnogu pove}e rabota i pogolemi tro{oci za

razlika od ot~ituvawe na STR-ite, pa zatoa primenata na mtDNK-analiza se

koristi samo vo forenzi~ki slu~ai kade {to markerite na jadrenata DNK ne

mo`at da dadat rezultati ili tamu kade {to procentot na dobienata

statisti~ka vrednost od tipizacijata na DNK so standardnite metodi e pomala

od 99,9%, pa so vklu~uvawe na dobienata statisti~ka vrednost od analizata na

mtDNK, mo`e da se dobie statisti~ka vrednost ednakva ili pogolema od 99,9%,

neophodno za postignuvawe na signifikantnost na dobieniot rezultat ili pri

utvrduvawe na maj~instvo.

7. Razli~na primena na mtDNK-tipizacijata

Varijaciite vo sekvencata na mitohondrijalnata DNK, osven vo

forenzikata, intenzivno se prou~uvaat i vo nekolku drugi disciplini.

Nau~nicite od oblasta na medicinata na{le povrzanost na nekoi zaboluvawa so

mutacii vo mitohondrijalnata DNK [89]. Vo prou~uvawata na evolucijata na

~ovekot, nau~nicite ja sporeduvaat sekvencata na humanata mtDNK so

sekvencata kaj drugite vidovi. Dobar primer za ovaa aplikacija e odreduvaweto

deka neandertalcite ne se direktni predci na moderniot ~ovek, utvrdeno pri

sporedba na sekvencata na kontrolniot region od prastari koski [90].

Molekularnite antropolozi gi prou~uvaat razlikite na mtDNK- sekvencata kaj
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razli~ni populacioni grupi za da se prou~i pra{aweto za potekloto i

migracijata na narodite niz istorijata [91]. Genetskite genealozi so analiza na

mtDNK i analiza na markerite na Y-hromozomot se obiduvaat da go utvrdat

potekloto na ~ovekot [92].

8. Populaciski bazi na podatoci

Studiite za varijacii na humanata mitohondrijalna DNK se osnova vo

razbiraweto na potekloto i evolutivniot razvoj na populacionata genetika na

moderniot Homo sapiens [93]. Nasleduvaweto po maj~ina linija, otsustvoto na

rekombinacii i evolutivno golemata stapka na mutacii na mtDNK

ovozmo`uvaat da se sledi potekloto na ~ovekot. Za razlika od kodira~kite

delovi na mtDNK, sekvencata na kontrolnata regija poradi namaleniot

evolutiven pritisok vrz nea poka`uva pogolemi varijacii vo populacijata.

Specifi~nata sekvencata na mtDNK voo~ena kaj primerokot pretstavuva

haplotip, dodeka haplotipovi koi nosat isti mutacii pretstavuvaat

haplogrupa. Haplogrupata mo`e da sodr`i golem broj na haplotipovi koi se

povrzani so edna ili pove}e zaedni~ki mutacii na toj na~in formiraj}i

suphaplogrupi. Haplogrupite naj~esto imaat regionalna specifi~nost [94, 95,

96, 97, 98, 99, 100]. So analiza na sekvencata na mtDNK kaj razli~ni populacii i

odreduvawe na haplogrupi dobieni se populaciski bazi na podatoci.

Populaciskite bazi na podatoci igraat va`na uloga vo odreduvaweto na

o~ekuvanata frekvencija na mtDNK-haplotipot koj }e bide otkrien vo

forenzi~kiot slu~aj koga mtDNK na osomni~eniot se sovpa|a so taa na

biolo{kata traga. Goleminata na bazata na podatoci e va`na bidej}i bez

rekombinacija pome|u mtDNK-molekulite, mtDNK-sekvencata se tretira kako

edine~en lokus (haplotip namesto genotip). Podatocite vo populacionite bazi

moraat da bidat so visok kvalitet, {to e osobeno va`no za da se napravi

verodostojna procenka na ~estotata na slu~ajnoto sovpa|awe na dobienite

profili. Najgolema baza na podatoci postoi za polimorfizmite HV1/HV2, no i

za site mtGenom-varijacii.
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8.1. EMPOP

EMPOP pretstavuva forenzi~ka mtDNK-baza na podatoci [101]. Grupa

lu|e se aktivno vklu~eni vo razvojot na visokokvalitetna baza na podatoci za

mtDNK za forenzi~ki celi, no i pri aplikacija za ~ove~ka identifikacija.

Populaciskata baza na podatoci e dostapna na internet, na adresata

http://www.empop.org. [102]. Do oktomvri 2013 godina se tipizirani 34,614

haplotipovi, vklu~uvaj}i ja i makedonskata populacija. Podatocite mo`at da se

prebaruvaat na internet.

8.2. mtDNK-haplogrupi

So tipizacijata na mtDNK-primeroci kaj razli~ni populacii,

nau~nicite zabele`ale deka individuite mo`at da se grupiraat vo haplogrupi

koi se definiraat preku odredeni polimorfni nukleotidi [103,104].

Haplogrupite se ozna~eni so bukvi. Haplogrupite A, B, C, D, E, F, G i M obi~no

se odnesuvaat na aziskite grupi. Pove}eto nativni Amerikanci gi imaat

haplogrupite A, B, C i D. Haplogrupite L0, L1, L2 i L3 se afrikanski, dodeka

haplogrupite H, I, J, K, T, U, V, W i X se povrzani so evropskata populacija.
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II. Motiv za izrabotka na doktorskata disertacija

Analizata na avtozomnite STR-i, koja kako metoda e {iroko primenuvana

vo forenzi~kite genetski laboratorii, e mnogu poednostavna za rabota i

poekonomi~na vo sporedba so analizata na mtDNK. Jadrenite DNK-markeri,

kade {to vleguvaat avtozomnite STR-i i analizata na X i Y-hromozomot, ne

mo`at sekoga{ da dadat rezultat, na primer pri analiza na stari degradirani

primeroci ili otpadnati vlakna ili, pak, pri nedovolen broj na referentni

primeroci za sporedba ili koga referentnite primeroci za sporedba

preskoknuvaat nekolku generacii. Vo vakvi slu~ai, analizata na mtDNK e

neophodna.

Analizata na mtDNK za forenzi~ki ispituvawa, koja podolgo vreme se

primenuva vo forenzi~kite DNK-laboratorii vo svetot, kaj nas vo Republika

Makedonija za prvpat se vovede i se izrabotuva na Institutot za sudska

medicina, kriminalistika i medicinska deontologija pri Medicinskiot

fakultet vo Skopje. Ovaa metoda, iako nema {iroka primena vo forenzi~kite

slu~ai kako {to e primenata na STR-ite, usvojuvaweto i raspolagaweto so

metodata za analiza na mtDNK ovozmo`i re{avawe na slu~ai kade {to ne be{e

dovolna analizata na STR-ite.
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III. Cel na istra`uvaweto

Celta na ovaa studija ili istra`uvawe be{e da se odredi sekvencata na

kontrolniot region na mtDNK kaj ispitanici od tri razli~ni etni~ki grupi:

Albanci, Turci i Romi koi `iveat na teritorijata na Republika Makedonija, a

spored demografskite podatoci dobieni od registarot od 2002 godina za

populacijata vo Republika Makedonija, zastapeni se so 25,2%, 3,9% i 2,7%

posledovatelno, dodeka za makedonskata etni~ka grupa koja e zastapena so 64,2%

postojat objaveni podatoci za kontrolniot region na mtDNK [105].

So analizata na najzastapenite etni~ki grupi vo Republika Makedonija

bi se zgolemila bazata na podatoci za frekvencijata na haplotipovite na

mtDNK na populacijata vo Republika Makedonija, {to ima zna~ewe vo

forenzi~kite analizi.

Dobienite rezultati }e bidat vneseni vo EMPOP [102] forenzi~ka baza na

mtDNK-podatoci. Ovaa baza na podatoci se koristi pri statisti~ka obrabotka

na rezultati dobieni od analiza na mtDNK kaj ispitanici koi `iveat na

teritorijata na Republika Makedonija. Bidej}i postojat razliki vo

zastapenosta na haplotipovite na mtDNK kaj razli~ni populacii, podatocite

za edna populacija ne mo`at da se koristat pri biostatisti~ka analiza na

primeroci od druga populacija. So postoeweto baza na podatoci od razli~ni

populaciski grupi, se zgolemuva preciznosta vo biostatisti~kata analiza na

dobienite rezultati. Odnosno, preku koristewe na bazata na podatoci za

odredena populacija se dobivaat korisni informacii koi slu`at za odreduvawe

so pogolema preciznost na verojatnosta na pripadnost pri poklopuvawe na

DNK-profilot od biolo{kata traga najdena na mestoto na nastanot so

sekvencata na DNK- profilot na osomni~eniot.

Za biostatisti~kite analizi, sekoja laboratorija mora da poseduva

podatoci za genetskite karakteristiki na svojata populacija, odnosno za

naselenieto vo dr`avata vo koja taa laboratorija raboti. Isto taka,

zastapenosta vo visok procent na odredeni haplotipovi na mtDNK kaj odredena

populacija, a nivnoto otsustvo ili zastapenost so mala frekvencija vo druga

populacija ja olesnuva istragata vo vrska so analiziraniot nastan.

Istra`uvaweto vo ovaa studija opfati voveduvawe i optimizacija na

protokolot za izolacija na mtDNK od razli~en biolo{ki materijal, primena

na PCR-reakcija optimizirana za ovaa analiza so izbor na specifi~ni prajmeri

za amplifikacija i sekvencionirawe na HV1 i HV2-regionite i na kontrolniot

region na mtDNK za populacionata studija, reakcija na sekvencionirawe na

mtDNK i elektroforeza na sekvencioniranite produkti. Dobienite rezultati

bea analizirani so primena na specifi~en softver za analiza na sekvenci i

bea sporedeni so referentna sekvenca. Rezultatite od slu~aite bea statisti~ki
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obraboteni, a dobienite haplotipovi od ispitanicite vo populacionata studija

bea grupirani vo haplogrupi.
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IV. Materijal i metodi

1. Populacioni grupi

Za izrabotka na doktorskata studija bea vklu~eni dobrovolni ispitanici

od tri etni~ki grupi koi `iveat na teritorijata na Republika Makedonija, i

toa od albanskata etni~ka grupa - 148 ispitanici, od turskata etni~ka grupa -

150 ispitanici i od romskata etni~ka grupa - 146 ispitanici, ili vkupno 444

ispitanici. Studijata e odobrena od Eti~kiot komitet pri Univerzitetot ”Sv.

Kiril i Metodij” vo Skopje so broj 03-5904/2 od 1.2.2013, broj na sesija XXVI.

Site u~esnici pred da bidat vklu~eni vo populacionata studija bea usno i

pismeno informirani za nau~nata studija, po {to sekoj od ispitanicite dade

pismena soglasnost dobrovolno da u~estvuva vo studijata i da dade primerok

bris od usna sluznica za mtDNK-analiza koja }e bide upotrebena za izrabotka

na populaciona studija.

Grupite gi so~inuvaat ispitanici na vozrast nad 18 godini, od dvata pola,

koi ne se rodnini po maj~ina linija. Ispitanicite bea od razli~ni regioni od

Republika Makedonija, slika 6.

Slika 6. Naseleni mesta na teritorijata na Republika Makedonija od kade {to
se zemeni primeroci. So sina boja se zaokru`eni gradovite od kade {to se
zemeni primeroci od albanskite ispitanici. So crvena boja se zaokru`eni
gradovite od kade {to se zemeni primeroci od turskite ispitanici i so crna
boja se zaokru`eni mestata od kade {to se zemeni primeroci od romskite
ispitanici.
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2. Materijal

Kako materijal za izolacija na DNK za izrabotka na populacionata

studija be{e zemen bris od usna sluznica od site ispitanici [106]. Brisot be{e

zemen so Omni Swabs Collectors, Whatman, Maidstone, UK, slika 7. Zemaweto na bris

e bezbolno, trae pomalku od 30 sekundi, a se izveduva so dvi`ewe na ~etki~kata

od brisot nagore i nadolu nekolku pati od vnatre{nata strana na obrazot na

ispitanikot. Otkako }e se zeme primerokot, se stava vo plasti~na epruveta od

1,5 ml (ependorf) so otvoreno kapa~e za da se isu{i. [tom se isu{i, brisot e

podgotven za procesirawe. Za forenzi~kite slu~ai koi bea aktuelni vo tekot

na izrabotkata na doktorskata studija za ~ie re{avawe be{e neophodna analiza

na mitohondrijalna mtDNK, kako materija za izolacija na mtDNK bea zemeni

krv i bris od usna sluznica, a pri identifikacijata na le{ so naprednati

trule`ni promeni be{e zemena koska.

Slika 7. ^etka (swab collector) za zemawe primerok od usna sluznica

3. Metodi

Laboratoriskiot proces na dobivawe i analiza na mtDNK se sostoi od

slednive ~ekori:

- ekstrakcija (izolacija) na DNK;
- amplifikacija so PCR-reakcija;
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- proverka na PCR-produktite na agarozen gel;
- pro~istuvawe na amplifikacionite produkti;
- sekvencionirawe na mtDNK;
- pro~istuvawe na sekvencioniranite produkti;
- kapilarna elektroforeza;
- softverska analiza na rezultatite od sekvencionirawe na mtDNK so
slednive ~ekori:

1) analiza na rezultatite od sekvencionirawe so DNA Sequencing Analysis

Software v.5.4 i odreduvawe na mutaciite so softver SeqScape v.2.6 ili so

softverot Sequencher v.5.1, pri sporedba so referentna sekvenca [52];

2) odreduvawe na haplogrupi.

3.1. Izolacija na mtDNK

Izolacijata na DNK pretstavuva odvojuvawe na proteinite od

molekulata na DNK i na drugite kleto~ni sostavni delovi so cel da se dobie

~ista molekula na DNK koja }e mo`e ponatamu da bide analizirana. Postojat

razli~ni metodi za izolacija na DNK, a izborot na metodata zavisi od

primerokot od koj treba da se izdvoi DNK, od mo`nostite so koi raspolaga

laboratorijata, vremeto potrebno za izrabotka na protokolot i rizicite od

kontaminacija. Izolacijata na mitohondrijalnata DNK se izveduva na istiot

na~in kako i izolacijata na jadrenata DNK. Vo izolatot na krajot od

postapkata, osven jadrena DNK se dobiva i mitohondrijalna DNK. Koja od niv

ponatamu }e se analizira se odreduva so reakcijata na amplifikacija, odnosno

so upotrebata na specifi~ni prajmeri za amplifikacija na delovite koi ni se

od interes od jadrenata ili mitohondrijalnata DNK.

Za izolacija na mtDNK bea primeneti ~etiri tehniki koi se koristat vo

forenzi~kite laboratorii, a toa se: organska izolacija, izolacija so metodata

so Chelex, izolacija so Qiagen-kit i izolacija so PrepFiler.

Organskata izolacija, koja u{te se narekuva Phenol-chloroform izolacija, e

edna od prvite metodi za izolacija na DNK, so nezamenliva uloga koga metodite

za obrabotka na DNK baraat intaktna DNK so visoka molekularna te`ina, kako

{to e metodata na fragmentni dol`inski polimorfizmi dobieni so

restrikcioni enzimi (angl. Restriction Fragment Length Polymorphism-RFLP), koja

bila {iroko koristena pred voveduvaweto na PCR- metodite. Organskata

ekstrakcija na DNK-molekulite se koristi i denes koga se obrabotuva

biolo{ki materijal koj e od postar datum i zapo~nale trule`ni promeni.

^estopati se koristi pri izolacija na DNK od koski, zabi ili vlakna [107]

[108].
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Izolacijata so Chelex, BioRad [109] e mnogu pobrza od organskata

izolacija, poednostavna e za izveduvawe, se izbegnuva upotreba na toksi~ni

hemikalii kako {to e Phenol-ot i Chlorophorm-ot, a poradi maliot broj na ~ekori

vo postapkata, mo`nosta za kontaminacija e pomala. Vo ovaa metoda se

upotrebuva suspenzija od helatna smola koja se dodava na primerokot. Smolata

se vrzuva za polivalentni katjoni kako {to e magneziumot i na toj na~in se

onevozmo`uva dejstvoto na nukleazite koi za svojata funkcija baraat prisustvo

na magneziumovi joni. Na toj na~in oslobodenata DNK e za{titena od

razgraduvawe. Vo na{ata laboratorija za izolacija na DNK koristime Chelex

100 od Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA. Smolata se rastvora vo dejonizirana

voda (dd H2O) kako 5% suspenzija, a postapkata na rabota e po odreden protokol

[110]. So ovaa metoda se dobiva edno veri`na DNK koja ponatamu mo`e da se

procesira so PCR-reakcija.

Izolacijata so PrepFiler, Forensic DNA extraction kit, Life Technologies,

koristi tehnologija na magneti partikli so optimizirana pove}ekomponentna

hemija, so {to se ovozmo`uva dobivawe na visoko pro~istena DNK bez

inhibitori. Ovaa metoda se koristi za izolacija na DNK od forenzi~ki

primeroci kade {to koli~estvoto na kletki e mnogu malo, kako i od zabi i

koski, pri {to se koristi 50 mg od koskenata pra{ina.

Izolacijata so QIAmp DNA micro kit (Qiagen, Valencia) e isto taka

ednostavna za izveduvawe, koristi tehnologija za pro~istuvawe na DNK i

mtDNK od primeroci so mala koli~ina. Postapkata na izolacija so Qiagen se

sostoi od ~etiri ~ekori: lizirawe, vrzuvawe na DNK vo lizatot za membranata

na QIAmp MinElute-kolonki, ispirawe na kontaminatot i eluirawe na DNK od

membranata. Vo zavisnost od toa kakov e primerokot, se koristat razli~ni

protokoli za rabota dadeni vo prira~nikot na kitot. Postapkata e pogodna za

{irok opseg na primeroci, ednostavna e za izveduvawe i dava dobri rezultati.

So metodata na Qiagen be{e izolirana DNK od ispitanicite za

populacionata studija i krvta od ispitanicite vo forenzi~kite slu~ai.

Vo tekot na izrabotkata na doktorskata studija, so analiza na mtDNK bea

re{eni dva forenzi~ki slu~aja, edniot za odreduvawe na krvno srodstvo brat-

sestra, a drugiot za identifikacija na le{ koj be{e so naprednati trule`ni

promeni, delumno skeletiziran. Od bratot i sestrata kako materijal za

izolacija na DNK bea zemeni krv i bris od usna sluznica. Od slu~ajot za

identifikacija od referenten primerok, odnosno primerok za sporedba, vo

konkretniot slu~aj }erkata na pokojnata, be{e zemena krv, dodeka od teloto na

le{ot koj delumno be{e skeletiziran, a del od mekite tkiva koi bea ostanati

bea saponificirani, be{e zemena koska za DNK-analiza. Koskata be{e

izolirana so metodata na PrepFiler. Obrabotkata na koskata e podolg proces koj

opfa}a ~istewe na koskata pred izolacija najprvo od ne~istotii na povr{inata

na koskata. ^isteweto na povr{inata e so pomo{ na ~etka so voda, a mo`e i
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povr{inski da se istruga so {mirgla ili dremel. Potoa, par~eto koska

pribli`no 6-7 grama se zavitkuva vo aluminiumska folija i so ~ekan se kr{i na

pove}e pomali par~iwa. Potoa sleduva miewe na par~iwata koska po sledniov

redosled: so 2% SDS (Sodium dodecil sylphat) vo ~a{a so magnetna me{alka vo

traewe od 10 minuti, potoa trikratno promivawe so ddH2O vo traewe od 5

minuti za sekoe promivawe, dve promivawa so NaClO (10% Natrium hypochloride)

vo traewe od 10 minuti, trikratno promivawe vo ddH2O vo traewe od 10 minuti

i trikratno promivawe so 100% etanol vo traewe od 10 minuti. So vakvoto

promivawe na koskata se otstranuvaat ne~istotiite koi bi mo`ele da se

odnesuvaat kako inhibitori ponatamu vo reakcijata, a so promivaweto so 100%

alkohol se vr{i obezmastuvawe na koskata. Otkako }e se izmie koskata na

opi{aniot na~in, se ostava da se isu{i preku no}. Naredniot den se tro{i do

prav vo aparat za melewe Mixer Mill MM 301, Retsch, Germany. Na aparatot se

stavaat metalni cilindri vo dvata ili vo eden od niv se stava par~eto koska, po

{to cilindarot se potopuva vo te~en azot (-196 ºC). So potopuvaweto vo te~en

azot se olesnuva kr{eweto na koskata, taa stanuva pokruta i se spre~uva

zagrevaweto na koskata poradi dvi`eweto so visoka frekvencija na cilindrite

vo koi se stavaat par~iwata koska, bidej}i so zagrevaweto na koskenata prav

mo`e da se kompromitira dobienata DNK. Koskenata prav se koristi za

izolacija na DNK.

3.2. Amplifikacija na mtDNK so PCR-reakcija

Kratko vreme od otkrivaweto od strana na Kary Mullis, PCR-reakcijata

stana revolucionerno otkritie za molekularnata biologija. Vo PCR-reakcijata

nastanuva kopirawe na DNK-molekulata vo test-tubi~ka so koristewe na

osnovnite elementi na prirodniot proces na umno`uvawe na DNK. Vo

ednostaven puferski sistem, odreden region od primerokot na DNK-molekulata

se kopira so enzim DNK-polimeraza koja gi koristi dezoksinukleotidite kako

grade`ni blokovi na novite ni{ki. Oligonukleotidni prajmeri koi se

specifi~ni za del od sekvencata na DNK-molekulata se vrzuvaat za primerokot

na DNK spored praviloto na sparuvawe na bazite i so toa go definiraat

regionot koj }e bide iskopiran [111]. Kopiraweto nastanuva na toj na~in {to

dvete verigi na primerokot na DNK se razdvojuvaat so toplina koja ovozmo`uva

raskinuvawe na hidrogenskite vrski so koi se povrzani baznite parovi pome|u

sebe, proces poznat kako denaturacija, potoa oligonukleotidnite prajmeri ja

nao|aat svojata komplementarna sekvenca na primerokot (angl. template) na DNK

i DNK- polimerazata po~nuva da dodava dezoksinukleotidi na 3’-OH krajot od

prajmerite, sozdavaj}i novi dvoveri`ni molekuli. Vo sledniot ~ekor na PCR-

reakcija pri zagrevawe, ovie novi dvoveri`ni molekuli u{te edna{ se

denaturiraat i sekoja edine~na ni{ka (i originalniot primerok i

novosintetiziranite ni{ki) obezbeduva mesta za vrzuvawe na prajmerite i
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pretstavuva templejt za ponatamo{na DNK-sinteza. I taka so sekoj nareden

PCR-ciklus nastanuva istiot proces na denaturacija na ni{kite na DNK-

molekulite, vrzuvawe na prajmeri i nivna elongacija so dodavawa na

dezoksinukelotidi i formirawe na novi dvoveri`ni DNK-molekuli. Na ovoj

na~in doa|a do eksponencijalno zgolemuvawe na brojot na kopiite na target-

sekvencata od DNK-molekulata, odnosno po 20 PCR-ciklusi }e nastanat 106 novi

ni{ki. Procesot ne e 100% efikasen i obi~no e potrebno pogolem broj na PCR-

ciklusi, naj~esto pome|u 25-40 vo zavisnost od koncentracijata na po~etniot

DNK-materijal i od ponatamo{nata aplikacija. PCR-reakcijata se odviva so

upotreba na razli~ni temperaturi, vo tri ~ekori na reakcijata, koi doveduvaat

do denaturacija (angl.. denaturation), vrzuvawe (angl.. annealing) i ekstenzija

(angl..extension) (slika 3).

Slika 8. So PCR-procesot teoretski se duplira koli~estvoto na celnata DNK
pri sekoj ciklus. Vo vtoriot ciklus ve}e e definirana dol`inata na
ednosinxirnite verigi so vrzuvaweto na prajmerite vo prviot ciklus.

Od izoliranata DNK, od ispitanicite vo populaciskata studija be{e

amplificiran celiot kontrolen region. Amplifikacijata na celiot

kontrolen region koj e so dol`ina od 1122 bazni para od pozicija 16024 do

pozicija 576, vo edine~na PCR-reakcija, go poednostavuva procesot i go

namaluva rizikot od me{awe na primerocite vo faza na PCR-produkti. Vo

tabela 4 e dadena sekvencata na prajmerite koi bea koristeni za amplifikacija

na celiot kontrolen region.
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Tabela 4. Sekvenca na prajmeri za amplifikacija na kontrolniot region na
mtDNK

F 15851 5’ ATC TCC CTA ATT GAA AAC AAA ATA CTC AAA 3’
R 639 5’ GGG TGA TGT GAG CCC GTC TA 3’
F 15900 5’ TAA ACT AAT ACA CCA GTC TTG TAA ACC 3’
R 599 5’ TTG AGG AGG TAA GCT ACA TA 3’

Reakcijata na PCR se izveduva{e so me{awe na razli~ni komponenti i

potoa dodavawe na dejonizirana voda poradi postignuvawe na odreden volumen i

koncentracija na komponentite. Komponentite koi bea koristeni za

amplifikacija na kontrolniot region vo PCR-reakcija so volumen od 25 l se

sledni: 2.5 l GeneAmp 10x PCR Gold Buffer (1x15 mM Tris-HCl, pH=8.0, 50 mM KCl)

(Applied Biosystems), 2 l 2.5 mM dNTP miks, Life Technologies, 2,5 l 2,5 mg/ml BSA

(Bovine serum albumine, Sigma Aldrich), 0,5 l 10mM prajmeri za amplifikacija i

0,2 l na Advantage Polymerase, Takara, Clontech.

Protokolot za PCR-reakcijata, koja se odviva{e vo PCR-aparat,

GeneAmp PCR system 9700, Applied Biosystems, za amplifikacija na kontrolniot

region na mtDNK e sleden: 95C-2 minuti, sledeno od 35 ciklusi so 95C-15

sekundi, 56C-30 sekundi i 72C-90 sekundi i eden ciklus 72C- 10 minuti.

Izoliranata DNK od forenzi~ki slu~ai kaj koi be{e potrebno da se

napravi mtDNK-analiza be{e amplificirana za hipervarijabilnite regioni

po dol`ina na kontrolniot region na mtDNK, i toa hipervarijabilen region

eden HV1 i hipervarijabilen region dva HV2 kade {to se nao|aat najgolem broj

od polimorfizmite na mtDNK.

Hipervarijabilnite regioni na mtDNK, HV1 i HV2 bea amplificirani

so polimeraznoveri`nata reakcija (PCR) vo termoblok- GeneAmp PCR system

9700, Applied Biosystems. Prajmeri (angl. primer) koi bea koristeni za

amplifikacija na dvata hipervarijabilni regiona se dadeni vo tabela 5.

Tabela 5. Prajmeri za amplifikacija na HV1 i HV2-regionite

F15971 5’ TTAACTCCACCATTAGCACC 3’

R16410 5’ GAGGATGGTGGTCAAGGGAC 3’
F29 5’ GGTCTATCACCCTATTAACCAC 3’
R408 5’ CTGTTAAAAGTGCATACCGCCA 3’

PCR-reakcijata be{e sprovedena vo 25 l volumen reakcija, so slednive
komponenti: 2.5 l GeneAmp 10x PCR Gold Buffer (1x15 mM Tris-HCl, pH=8.0, 50 mM
KCl) (Applied Biosystems), 1.5 l 25 mM MgCl2, Applied Biosystems, 2 l 2.5 mM dNTP
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miks, Applied Biosystems, 2 l 5mM 5’-3’ prajmer za amplifikacija i 2 l 5 M 3’-5’
prajmer za amplifikacija i 0,25 l na AmpliTaq Gold DNK polimeraza (Applied
Biosystems) [112].

Uslovite za PCR-reakcija bea slednive: 94C-11 minuti, sledeno od 32
ciklusa: 94C-20 sekundi, 56C-10 sekundi i 72C-30 sekundi. Produktite mo`at
da se ~uvaat na 4 C do nivno pro~istuvawe pred sekvencionirawe.

3.2.1. Proverka na PCR-produktite na agarozen gel

Po zavr{uvawe na amplifikacijata, za proverka na PCR-produktite se

koristi 2% agarozen gel, koj se podgotvuva od agaroza, Agarose for the separation of

GeneAmp PCR products, Applied Byosystems vo TBE (Tris, H3BO3 i EDTA) ili TAE-

pufer, Sigma Aldrich. Otkako }e se rastvori agarozata vo puferot so pomo{ na

zagrevawe do vriewe na te~nosta, se dodava etidium bromid, Applied Biosystems.

Etidium bromidot e boja koja se koristi za detekcija na DNK vo gel so

insertirawe pome|u baznite parovi vo dvoveri`niot heliks na DNK. Ima UV-

apsorbira~ka mo} maksimum na 300 i 360 nm, a emisija maksimum na 590 nm.

PCR-produktite izme{ani so boja Orange-G, Sigma Aldrich, vo soodnos 5l

PCR produkt + 3 l Orange-G se apliciraat vo prethodno napraveni bunar~iwa vo

gelot. Vo edno od bunar~iwata se stava PCR-marker (100 bp ladder, Serva

Electrophoresis, GmbH, Heidelberg), koj sodr`i fragmenti so razli~na, poznata

golemina, so koi se sporeduva PCR-produktot od primerocite. Na ovoj na~in

znaej}i ja goleminata na PCR-produktot koj treba da go dobieme, mo`e da vidime

dali imame specifi~na amplifikacija.

Znaej}i gi mestata kade {to se vrzuvaat prajmerite po dol`inata na

mtDNK (opi{ani vo tabela 5), o~ekuvanata golemina na PCR-produktite za HV1-

regionot bi bila 404 bazni para (bp), a goleminata na PCR-produktot za HV2-

regionot bi bila 379 bazni para. Osven za proverka na specifi~na

amplifikacija, od intenzitetot na bendot go odreduvame koli~estvoto na PCR-

produktot koj ponatamu }e go koristime vo reakcijata na sekvencionirawe

(slika 9).

L neg. poz. 1 2 3 4 5

Slika 9. Elektroforeza na agarozen gel za proverka na PCR-produktite.
L=allelic ladder 100 bp, neg. e negativna kontrola, poz. e pozitivna kontrola, 1-5
se primeroci
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3.3. Pro~istuvawe na amplifikacionite produkti

PCR-produktite dobieni so amplifikacija na DNK pred procesot na

sekvencionirawe se pro~istuvaat. Pro~istuvaweto mo`e da se vr{i na

razli~ni na~ini so cel otstranuvawe na zaostanati vi{ok reagensi koi bile

koristeni za PCR vo primerokot kako {to se prajmeri, nukleotidi, komponenti

na puferot, kako i nespecifi~ni amplifikacioni produkti.

3.3.1. Vi{ok prajmeri i dNTP-a

Po PCR-amplifikacijata se sozdavaat PCR-produkti koi se prisutni vo

rastvorot zaedno so PCR-prajmeri, dNTP, enzimi i komponenti od puferot.

Vi{okot na PCR-prajmeri koi ostanuvaat po PCR-amplifikacijata se

odnesuvaat kompetitivno so prajmerite za sekvencionirawe za mestata na

vrzuvawe i za komponentite vo reakcijata. Ovie preostanati PCR-prajmeri

pretstavuvaat glavna te{kotija vo hemizmot na fluorescentnite terminatori

(didezoksi dNTP-a ili ddNTP-a), koi se vgraduvaat vo procesot na ekstenzija po

vrzuvaweto na prajmerite za templejtot. Dokolku ostanat PCR-prajmeri se

dobivaat dopolnitelni signali i lo{i rezultati. Vi{okot na dNTP-a od

reakcijata na amplifikacija mo`e da ja naru{i ramnote`ata na reakcijata na

sekvencionirawe {to doveduva do namaleno terminirawe na pokratkite

ekstenzioni produkti.

3.3.2.Nespecifi~ni proizvodi na PCR

Vo nespecifi~ni proizvodi na PCR spa|aat dimeri na prajmerite i

nespecifi~ni PCR-produkti. Dokolku se prisutni vo pogolemo koli~estvo,

mo`e da se pri~ina za lo{ kvalitet na podatocite od sekvencioniraweto.

Nespecifi~nite PCR-produkti se odnesuvaat kako templejti vo reakcijata na

sekvencionirawe i davaat proizvodi na ekstenzija {to doveduva do nastanuvawe

na ”{uma” od nejasni podatoci. Nespecifi~nite PCR-produkti mo`at da se

vidat i na agarozen gel. Dokolku postojat treba povtorno i podobro da bide

optimizirana PCR-reakcijata.

Postojat nekolku na~ini za pro~istuvawe na PCR-produktite. Metodi

koi bea koristeni za pro~istuvawe na PCR-produktite pri izrabotkata na

analizite za doktorskata studija se slednive:

-pro~istuvawe so enzim ExoSAP-IT, Amersham, Affymetrix, koj e

kombinacija od alkalna fosfataza od rak SAP (angl.. Shrimp alkaline phosphatase)

i egzonukleaza I (Exo T). Procedurata SAP/Exo gi degradira nukleotidite i

ednoveri`nata DNK (prajmeri) koi preostanale po PCR- reakcijata [113].

Postapkata se odviva na sledniov na~in: 25 l PCR produkt + 10 l Exo-SAP-IT, vo

termostat na 37C-15 minuti, 80C-15 minuti i potoa do sekvencionirawe na 4C.
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Na ovoj na~in bea pro~isteni PCR-produktite po amplifikacija na

kontrolniot region kaj primerocite koi bea vklu~eni vo populacionata

studija. Izborot na metodata be{e povrzan so mo`nosta ednovremeno da bidat

pro~isteni pogolem broj na primeroci.

-pro~istuvawe so MinElute PCR Purification kit, Qiagen e efikasna metoda za

pro~istuvawe na PCR-produkti so golemina od 70 bp do 4 kb. Postapkata se

sostoi vo pro~istuvawe na DNK (PCR) fragmenti od zaostanati enzimi, soli i

oligonukleotidi na toj na~in {to DNK (PCR-produktot) vo tekot na postapkata

se vrzuva za silikonska membrana, dodeka kontaminantite minuvaat niz

kolonkata. Ne~istotiite se odmivaat so plaknewe so pufer, a ~istata DNK na

krajot od postapkata se rastvora so Tris pufer ili voda. Vo tekot na postapkata,

vi{okot na prajmeri, soli, enzimi i nevgradeni oligonukleotidi koi ne se

vrzuvaat za silikonskata membrana, }e pominat niz kolonkata. Solite se

izmivaat so puferot PE koj sodr`i etanol, a ostatokot od puferot, koj mo`e da

vlijae na ponatamo{nata enzimska reakcija, se otstranuva so dopolnitelno

centrifugirawe.

So metodata na MinElute PCR Purification kit bea pro~isteni PCR-

produktite po amplifikacija na dvata hipervarijabilni regiona kaj

ispitanicite od forenzi~kite slu~ai.

Postapkata e sledna: se obele`uvaat dve ependorf~iwa so ist broj na

primerok. Vo ednoto se podgotvuva reakcijata, a vo drugoto na kraj se stavaat

kolonkite. Vo ependorf~eto kade {to se podgotvuva reakcijata se stava 100 l

PBI-pufer i 20 l PCR-produkt, se me{aat a potoa vkupnoto koli~estvo od 120 l

se stava vo kolonka (od kitot). Se centrifugira na 13000 rpm 1 minuta, te~nosta

pod kolonkata se istura i pak se vra}a tubi~kata pod kolonkata. Potoa se

dodava 700 l PE puber vrz kolonkata i se centrifugira na 13000 rpm -1 min.

Povtorno se istura te~nosta pod kolonkata, se vra}a tubi~kata i se

centrifugira na 13000 rpm -1 min. Po ova centrifugirawe, kolonkite se

stavaat vo ~isto (prethodno obele`anoto) ependorf~e i vo nea se dodava 25 l

ddH2O. Stoi 1 minuta na sobna temperatura, a potoa se centrifugira na 13000

rpm -1 min. Toa {to }e se dobie vo ependorf~eto e pro~istena DNK, odnosno

pro~isten PCR-produkt, spremen za sekvencionirawe.

So procesot na pro~istuvawe na PCR-produktite, koncentracijata na

produktot mo`e da bide zgolemena. Glaven nedostatok na pro~istuvaweto e

gubewe na produktot, bidej}i nitu edna procedura na pro~istuvawe ne ja dava

100% koli~inata.
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3.4. Sekvencionirawe na mtDNK

Sekvencioniraweto na DNK so metodata na didezoksiterminatori

prvpat bilo opi{ano vo 1977 godina od Sanger i sorabotnicite [50]. Procesot na

sekvencionirawe e sli~en so PCR-procesot, no bi mo`el da se opi{e kako

asimetri~en PCR. Vo procesot na sekvencionirawe, DNK-polimerazata vr{i

kopirawe na ednosinxirnata DNK so dodavawe na nukleotidi, po~nuvaj}i od 3’

krajot na prajmerot, a vo pravec 5’-3’ na verigata na DNK. Osven nukleotidi, vo

reakcijata se nao|aat i didezoksinukelotidi na koi im nedostasuva hidroksilna

grupa vo 3’ polo`ba. So nivnoto vgraduvawe se prekinuva ponatamo{nata

sinteza na sinxirot selektivno na A, C, T ili G-bazata. Cikli~noto

sekvencionirawe e metoda vo koja posledovatelnite ~ekori se denaturacija,

vrzuvawe i ekstenzija vo Termo sajkler (angl. Thermal Cycler) {to doveduva do

linearna amplifikacija na proizvodi na ekstenzija. Potrebnite reagensi za

cikli~no sekvencionirawe se sodr`ani vo kitot BigDye Terminator (Applied

Biosystems), kade {to didezoksinukleotidite se obele`ani so razli~na

fluorescentna boja.

Za sekvencionirawe na amplificiranite produkti be{e koristen kit za

sekvencionirawe, BigDye terminator v1.1, Applied Biosystems, koj sodr`i

polimeraza, dezoksinukleotidi i fluorescentno obele`ani

didezoksinukleotidi. Reakcijata na sekvencionirawe gi sodr`i slednive

reagensi: 4 l BigDye terminator v.1.1 + 2 l 5x pufer za sekvencionirawe, PCR-

produkt od 1-10 l, 2 l ”forward” prajmer ili 2 l “reverse” prajmer i do 20 l

volumenot se dopolnuva so ddH2O. Koli~estvoto na PCR-produktot vo reakcijata

na sekvencionirawe e razli~na i zavisi od uspe{nosta na amplifikacijata na

primerokot vo PCR-reakcijata, a mo`e da se zaklu~i od ja~inata na bendot od

primerokot na agarozniot gel.

Po amplifikacija na celiot kontrolen region od 1122 bazni para, PCR-

produktot be{e sekvencioniran so vnatre{ni prajmeri prika`ani vo tabela 6.

Najmalku 10 vnatre{ni prajmeri se potrebni za da se zadovolat minimalnite

potrebi za dve nezavisni ”forwartd” i ”reverse” sekvensni ni{ki da ja pokrijat

sekoja pozicija na kontrolniot region. Dvojnoto ~itawe so dva prajmera,

prajmer od napred kon nazad (forward) i od nazad kon napred (reverse) na

sekvencata e neophodno za da se izbegnat takanare~enite fantom mutacii [114].

Isto taka, doka`ano e deka e korisno da se izvede reakcija na sekvencionirawe

na dva nezavisni PCR-produkta amplificirani so razli~ni parovi na prajmeri

so cel da se uvidat potencijalni PCR-artefakti i da se izbegne otsustvo na

amplifikacija vo slu~ai kade {to na mestoto na vrzuvawe na prajmerot ima

mutacija. Prajmerite za sekvencionirawe treba da se taka izbrani {to so dvata

amplikona da se dobijat komplementarni informacii za sekvencata, kako {to e

prika`ano na slika 10 [115].
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Slika 10. [ematski prikaz na amplifikacija i sekvencionirawe so celosno
pokrivawe na celiot kontrolen region

Tabela 6. Sekvenci na prajmeri koristeni za sekvencionirawe na celiot
kontrolen region na mtDNK

F 15851 5’ ATC TCC CTA ATT GAA AAC AAA ATA CTC AAA 3’
F 15971 5’ TTA ACT CCA CCA TTA GCA CC 3’
F 16268 5’ CAC TAG GAT ACC AAC AAA CC 3’
F 15 5’ CAC CCT ATT AAC CAC TCA CG 3’
R 484 5’ TGA GAT TAG TAG TAT GGG AG 3’
F 314 5’ CCG CTT CTG GCC ACA GCA CT 3’
R16 5’ TGA TAG ACC TGT GAT CCA TCG TGA 3’
R 159 5’ AAA TAA TAG GAT GAG GCA GGA ATC 3’
F 29 5’ CTC ACG GGA GCT CTC CAT GC 3’
R 639 5’ GGG TGA TGT GAG CCC GTC TA 3’

Uslovite za sekvencionirawe na kontrolniot region koe se odviva{e vo

termosajkler 9700, Applied Biosystems, se slednive: 96C-1 minuta, sledeno so 25

ciklusi: 96C-10 sekundi, 50C-5 sekundi i 60C-4 minuti, a potoa do

pro~istuvawe na produktite, primerocite ostanuvaat na 4 C.

Prajmeri koi bea koristeni za sekvencionirawe na HV1 i HV2-

hipervarijabilnite regioni od kontrolniot region se istite kako i za

amplifikacija, prika`ani vo tabela 4.

Uslovite za sekvencionirawe na HV1 i HV2-regionite, koe se odviva{e

vo termosajkler, 9700 Applied Biosystems, se slednive: 96C-1 minuta, sledeno so
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25 ciklusi: 96C-10 sekundi, 50C-5 sekundi i 60C-4 minuti, a potoa do

pro~istuvawe na produktite na 4 C.

3.5. Pro~istuvawe na sekvencioniranite produkti

Vi{okot na terminatorite od zavr{enata reakcija na sekvencionirawe

mora da bide otstranet pred analiza na primerokot so elektroforeza, bidej}i

mo`e da gi pokrie podatocite i da pre~i vo odreduvaweto na bazite pri

elektroforeza.

Postojat razli~ni protokoli za pro~istuvawe na produktite na

sekvencionirawe. Nie gi koristevme metodite na pro~istuvawe so kolonki

Sephadex i kolonki Centri-Sep Spin (Princeton Separations, Adelphia) koi se napolneti

so suv gel. Pro~istuvaweto se odviva po opredelen protokol na rabota, koj

opfa}a hidrirawe na kolonkite so ddH2O, otstranuvawe na vi{okot voda so

centrifugirawe, a potoa dodavawe na sekvencioniraniot produkt vrz gelot i so

centrifugirawe produktot minuva niz gelot i izleguva vo pro~istena forma.

Po pro~istuvaweto na produktite so kolonki Centri-Sep Spin, sleduva

isparuvawe na produktite za dobivawe na suv talog. Isparuvaweto se odviva{e

vo vakuum-centrifuga, 5401 Concentrator plus, Eppendorf, na 30C (slika 11), vo

traewe 40-50 minuti, vremeto varira, no centrifugiraweto treba da trae sѐ do

dobivawe na suv talog. Po isparuvaweto, primerocite mo`e da se spremat za

elektroforeza. Dokolku ne se raboti elektroforeza vedna{ po su{eweto,

toga{ primerocite se stavaat vo fri`ider na -20C do prodol`uvawe na

postapkata.
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Slika 11. Prika`ani se vakuum-centrifuga - Concentrator plus, Eppendorf, vo
koja se vr{i isparuvawe na pro~istenite reakcii na sekvencionirawe do suv
produkt i desno e prika`ana centrifuga - Micro 200R, Hettich.

3.6. Kapilarna elektroforeza

Kapilarnata elektroforeza ovozmo`uva razdvojuvawe na bazite po

sekvencionirawe i e integralen del na procesot za ot~ituvawe na sekvencata

na mtDNK. Pred razdvojuvaweto na sekvencite, primerocite bea soodvetno

spremeni za elektroforeza. Odnosno, vo sekoj primerok se dodava po 12 l HiDi

formamid, Applied Biosystems, se vorteksira kratko tubi~kata, za da se rastvori

talogot od sekvencioniraniot produkt vo formamidot, a potoa po 10 l od

primerocite so formamid se prefrlaat vo bunar~iwa od plo~ki za

elektroforeza. Plo~kata za elektroforeza, so vkupno 96 bunar~iwa, se stava na

PCR-aparat i so podesuvawe na temperaturata na 95 C vo traewe od 3 minuti,

primerocite se denaturiraat. Potoa vedna{ se stavaat na mraz vo traewe od 3

minuti. So ovaa postapka se ovozmo`uva denaturacija na sekvencioniranite

produkti na visoka temperatura, a so stavawe na mraz se spre~uva da dojde do

nivno povtorno povrzuvawe vo dupleks. Vakvoto razdvojuvawe na ni{kite e

neophodno za da mo`e sekvencata po dol`ina na ni{kata da bide pro~itana pri

elektroforezata.

Razdvojuvaweto na sekvencite so elektroforeza be{e izvedeno na 8-

kapilaren sekvenator, ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer (slika 12) i na 24-

kapilaren sekvenator, ABI PRISM 3500xL. Razdvojuvaweto na fragmentite na
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mtDNK se odviva vo odreden matriks, odnosno gel POP-7, Applied Biosystems,

redosledno spored goleminata na fragmentite. Elektroforezata se odviva vo

kapilarna niza od 8 ili 24 kapilari, 3500 Capillary Array od 50 sm. Prethodno

aparatot se zagreva na 60ºC.

.

Slika 12. Prika`an e 8-kapilaren sekvenator (3500 Genetic analyzer), na koj se
vr{i razdvojuvawe na sekvencite so elektroforeza

4. Softverska analiza na rezultatite od sekvencionirawe na

mtDNK

4.1. Analiza na rezultatite od sekvencionirawe na mtDNK

i odreduvawe na mutacii (polimorfizmi)

Po zavr{uvawe na elektroforezata, primerocite (ranovi) se so~uvani

kako ”surovi” podatoci koi mo`e da gi vidime so pomo{ na softverot DNA

sequencing analysis software verzija 5.4, Applied Biosystems, koj e instaliran na

kompjuter povrzan so aparatot za sekvencionirawe. So pomo{ na ovoj softver

mo`at da se vidat sekvencata na mtDNK, kvalitetot na bazite, odnosno

uspe{nosta na hemiskata reakcija i kvalitetot na elektroforezata. Vo ovoj

softver mo`e da se napravi editirawe na bazite. Na slika 13 e daden prikaz na

del od sekvencata kako ”surovi” podatoci.
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Slika 13. Prikaz na del od sekvencata na mtDNK so DNA sequencing software v
5.4. Nad sekoja baza se gledaat sini stolbovi koi uka`uvaat na dobar kvalitet
na sekvencioniranite nukleotidi

Otkako sme gi videle i analizirale ”surovite” ranovi, dobienata

sekvenca mo`e da se pro~ita so drug softver, isto taka instaliran na kompjuter

povrzan so sekvenatorot, SeqScape software - verzija 2.6. Otkako ranovite }e se

importiraat vo SeqScape software - verzija 2.6. (Applied Biosystems, Foster City),

softverot pravi sporedba na sekvencata na ispituvaniot primerok so

referentnata rCRS-sekvenca [52] i se registriraat razlikite, odnosno

polimorfizmite koi }e se najdat kaj ispituvaniot primerok. Softverot sam gi

poka`uva mestata kade {to postojat razliki, no nie gi proveruvame i gi

vnesuvame vo softverot kako nukleotidni varijanti pritoa nazna~uvaj}i dali

novata varijanta, odnosno polimorfizam e to~kesta mutacija (tranzicija ili

transverzija) ili e delecija ili insercija, slika 14. Na kraj, rezultatite se

prika`uvaat vo izve{taj za mutacii - Mutation Report kako razliki so

referentnata rCRS-sekvenca.

Slika 14. Prikaz na analiza na sekvencite vo SeqScape-softverot. Dvete ni{ki,
dobieni so sekvencionirawe so Forward i Reverse-prajmerite, se podredeni edna
pod druga i se sporedeni so referentnata sekvenca.
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Dokolku se testiraat forenzi~ki primeroci, osven sporedbata so

referentnata sekvenca, se pravi i sporedba na sekvencata na primerocite

pome|u sebe, imaj}i predvid deka site krvni srodnici po majka }e imaat ista

sekvenca na mtDNK.

Analizata na sekvencite i odreduvaweto na prisutnite polimorfizmi

kaj ispitanicite od populacionata grupa be{e napraveno so primena na

softver Sequencher v5.1, Gene Codes Corporation, koj isto taka vr{i sporedba na

sekvencite so referentna sekvenca ozna~uvaj}i gi mestata kade {to postojat

razliki za da bidat voo~eni i provereni od ekspertot koj ja vr{i analizata na

sekvencite. Na kraj, sumarno se prika`uvaat site polimorfizmi vo

kontrolniot region vo sporedba so referentnata Andersonova sekvenca.

4.2. Statisti~ka analiza na rezultatite

Statisti~kata analiza na forenzi~kite slu~ai zna~i dobieniot rezultat

od analizata na DNK (DNK profil) da se prika`e preku matematika na dokazi

(Forensic mathematics) [116] kako LR (Likelihood ratio) ili kako PP (Posterior

probability), koe za forenzi~ki slu~ai treba da e ednakvo ili pogolemo od 99,9%

za da se prifati dokazot kako potvrden [117]. Vo forenzi~kata matematika,

osven LR, {to pretstavuva soodnos na dve verojatnosti od ist nastan pod

razli~ni hipotezi, postoi i prethodna pretpostavka (prior probability), {to

pretstavuva sigurnost vo predlo`eniot dokaz pred DNK-analizata i krajna

pretpostavka (posterior probability), {to pretstavuva kone~na sigurnost vo

predlo`enoto, po dobivawe na DNK-rezultatot.

Kaj dvata forenzi~ki slu~aja bea analizirani avtozomni STR-i, a

rezultatite bea statisti~ki analizirani so DNAVIEW-programata [118]. Zaradi

nedovolen procent na statisti~ka verojatnost, i vo dvata slu~aja be{e potrebno

da se napravi analiza na mtDNK, da se dodade vo statisti~kata presmetka i da se

odredi kumulativno PP (cPP).

Vo statisti~kata obrabotka na rezultatite za mtDNK se koristi EMPOP

(Forensic mtDNA database-EMPOP) bazata na podatoci od internet [119]. Tuka se

vnesuva dobieniot mtDNK-profil i se prebaruva vo soodvetna populaciska

grupa, odnosno se prebaruva makedonska populacija i softverski se proveruva

verojatnosta za slu~ajno sovpa|awe. Vrz osnova na dobienata frekvencija se

presmetuva verojatnosta LR za mtDNK so slednava formula:

LR=1/frekvencija

Potoa se presmetuva kombinirana verojatnost cLR, odnosno se

multiplicira LR od STR-ite i LR od mtDNK, preku slednava formula:
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LRc=LR (STR) x LR(mtDNK),

a potoa se presmetuvakombinirano cPP (posterior probability), po slednava

formula:

PPc=LRc x prior/ LRc x prior + (1-prior) x100%.

So ovaa formula se dobiva krajniot rezultat, PPc, odnosno krajnata

verojatnost na sovpa|awe.

Statisti~kata analiza na trite populacioni grupi od Republika

Makedonija be{e izrabotena so softverskiot paket za populaciona genetska

analiza Arlequin v 3.1 [120]. Bea napraveni analizi za sekoja populaciona grupa

so odreduvawe na frekvencijata na haplotipovite i molekularniot diverzitet

za kontrolniot region od mtDNK, AMOVA (analiza na molekularna varijansa za

odreduvawe na genetskata struktura na populacijata) za sekoja populacija i

pome|u razli~ni populacii [121]. Isto taka, od analizite pome|u populacii

be{e odredena i Fst-sporedba vrz osnova na genetskata razlika za kratko vreme

na divergencija na populaciite [122,123].
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4.3. Odreduvawe na haplogrupi

Kaj site ispitanici po dobivaweto na sekvencata na mtDNK (haplotip)

be{e odredena haplogrupata so pomo{ na softver EMMA [124] i ra~no so

koristewe na Phylotree 16 [125, 126], na veb-stranicata http://www.phylotree.org.

Na slika 15 e prika`ana vo ednostavna forma mtDNK-filogenezata so

upotreba na bukvi od azbukata.

Slika 15. Genetskoto steblo na mtDNK Phylotree 16 od 19 fevruari 2014 godina.
Za ozna~uvawe na haplogrupite upotrebeni se bukvi osven bukvata “O”. L-
haplogrupata e najstara linija i e karakteristi~na za Afrika, upatuvaj}i na
potekloto na moderniot ~ovek od Afrika. Od haplogrupata L3 nastanale
haplogrupite M i N, a od N nastanala R-haplogrupata koja gi opfa}a site
varijanti {to se sretnuvaat nadvor od Afrika.

Na site ispitanici od trite etni~ki grupi koi `iveat vo Republika

Makedonija im be{e odredena haplogrupata. Odreduvaweto be{e so pomo{ na

referenten vodi~ za mtDNK-haplogrupi, prika`an na slika 16.
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Slika 16. Prikaz na {ema koja se koristi kako vodi~ pri odreduvawe na
haplogrupi vo zavisnost od prisutnata mutacija, odnosno polimorfizam vo
haplotipnata sekvenca
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V. Rezultati i diskusija

1. mtDNK-podatoci za ispitanicite od tri populacioni grupi vo

Republika Makedonija

Od esencijalna va`nost, a voedno i obvrska na sekoja laboratorija vo koja

se vr{i sekvencionirawe na mtDNK vo forenzi~ki celi e izrabotka na

populaciona studija, odnosno referentna baza na podatoci. Goleminata na

populacioniot primerok za etni~kite grupi vo Republika Makedonija, vo koj se

vklu~eni Albancite, Turcite i Romite, e 444 ispitanici. Rezultatite od

sekvencioniraweto na kontrolniot region (pozicija od 16024 do pozicija 576)

na mtDNK kaj ovie ispitanici od trite populacioni grupi (148 Albanci, 150

Turci i 146 Romi) od Republika Makedonija se prika`ani vo tabelite br. 7, 8 i

9. Dobienite sekvenci na mtDNK (haplotipovi) vrz osnova na zaedni~ki

mutacii se klasificirani vo haplogrupi.

Tabela 7. Sekvenca na celiot kontrolen region kaj albanski ispitanici, so
prika`ani razliki vo sporedba so rCRS. Odredeni se i haplogrupite kaj sekoj
ispitanik.

# ХАПЛОГРУПА ХАПЛОТИП

A001 K1a10 1
16048A 16093C 16224C 16311C 16519C 73G 195C 263G 315.1C 497T 524.1A

524.2C 524.3A 524.4C

A002 H1e1b 1 16519C 263G 309.1C 315.1C 453C

A003 T1a5 1 16126C 16129A 16163G 16186T 16189C 16192T 16294T 73G 263G 309.1C 315.1C

A004 U3 1 16261T 16343G 73G 150T 263G 315.1C 524.1A 524.2C

A005 J1c+16261 1 16069T 16126C 16261T 73G 263G 295T 309.1C 315.1C 462T 489C

A006 T2b 1 16126C 16243C 16294T 16296T 16304C 16519C 73G 204C 207A 263G 315.1C

A007 I1a 1
16129A 16172C 16223T 16311C 16391A 16519C 73G 199C 204C 250C 263G 315.1C

455.1T 573.1C 573.2C 573.3C

A008 H 1 16256T 263G 309.1C 315.1C

A009 U4c1 1 16051G 16179T 16356C 16362C 16519C 73G 195C 263G 315.1C 499A 524.1A 524.2C

A010 H11a7 1 16311C 93G 152C 195C 198T 263G 315.1C

A011 H11a 1 16167T 16293G 16311C 195C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

A012 H12 1 16287T 16519C 195C 263G 315.1C

A013 K2a5 1 16224C 16311C 16519C 73G 146C 152C 263G 315.1C 324T 551G

A014 T1a 1 16126C 16186T 16189C 16264T 16294T 16519C 73G 152C 263G 315.1C

A015 W1e1 1 16223T 16292T 16295T 16311C 16519C 73G 143A 189G 195C 204C 207A 263G 315.1C
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A016 T2b 1 16126C 16243C 16294T 16296T 16304C 16519C 73G 204C 207A 263G 315.1C

A017 H 1 16189C 16193.1C 16193.2C 16362C 16519C 263G 309.1C 315.1C 523DEL 524DEL

A018 H34 1 16093C 16291T 16519C 152C 263G 315.1C

A019 R0 1 16519C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

A020 H12 1 16287T 16519C 195C 263G 309.1C 315.1C

A021 J1c+16261 1 16069T 16126C 16261T 73G 263G 295T 309.1C 315.1C 462T 489C 524.1A 524.2C

A022 T2c1a 1
16126C 16292T 16294T 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 507C 524.1A 524.2C

524.3A 524.4C 573.1C 573.2C 573.3C 573.4C 573.5C 573.6C

A023 R0 1 16519C 263G 315.1C

A024 V 1 16294T 16298C 16311C 72C 263G 309.1C 315.1C

A025 U5b2a1a+16311 1 16192T 16311C 16380T 73G 150T 263G 309.1C 309.2C 315.1C 538G 573.1C

A026 R0 1 263G 309.1C 315.1C 523DEL 524DEL

A027 U5a1a2 1 16256T 16270T 16399G 73G 263G 309.1C 315.1C 573.1C 573.2C

A028 H12 1 16287T 16519C 195C 263G 315.1C

A029 H12 1 16287T 16519C 195C 263G 315.1C

A030 H7c4 1 16092C 16183C 16189C 16265C 16291T 16519C 75A 263G 309.1C 315.1C

A031 J1c+16261 1 16069T 16126C 16261T 73G 263G 295T 315.1C 462T 489C

A032 H31 1 16519C 73G 146C 152C 195C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

A033 H+195 1 16287T 16519C 195C 252C 263G 315.1C

A034 U4c1 1 16179T 16356C 73G 263G 315.1C 499A

A035 H10e3a 1 16221T 16519C 152C 263G 315.1C

A036 HV1 1 16067T 16311C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

A037 K1a+150 1 16093Y 16224C 16311C 16519C 73G 150T 263G 315.1C 497T

A038 H55 1 16189C 16193.1C 16193.2C 16357C 16519C 153G 263G 309.1C 309.2C 315.1C

A039 H1at 1 16304C 16519C 239C 263G 315.1C

A040 H5a1+16093 1 16093C 16304C 263G 315.1C 456T 523DEL 524DEL

A041 H11a2 1 16092C 16293G 16311C 146C 195C 263G 315.1C

A042 V21 1 16298C 16390A 16519C 263G 309.1C 315.1C

A043 U4a1 1 16134T 16356C 16519C 73G 152C 195C 263G 309.1C 315.1C 499A

A044 H7a1a 1 16261T 16304C 16519C 93G 263G 315.1C 523DEL 524DEL
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A045 U4 1 16356C 16519C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C 499A 524.1A 524.2C

A046 H12 1 16287T 16519C 195C 263G 315.1C

A047 H55 1 16189C 16193.1C 16193.2C 16519C 153G 263G 309.1C 309.2C 315.1C

A048 U5a1+@16192 1 16256T 16270T 16399G 73G 263G 309.1C 315.1C 523DEL 524DEL

A049 H 1 16311C 57Y 263G 315.1C

A050 H11a2 1 16092C 16293G 16311C 152C 195C 263G 315.1C

A051 H55 1 16189C 16193.1C 16193.2C 16519C 153G 263G 309.1C 309.2C 315.1C

A052 H35 1 16311C 16519C 146C 263G 315.1C

A053 R0a2 1 16114T 16126C 16258C 16319A 16362C 16519C 57.1C 64T 152C 263G 309.1C 315.1C

A054 W1+119 1 16193T 16223T 16292T 16519C 73G 119C 152C 189G 195C 204C 207A 263G 315.1C

A055 T1a1+@152 1 16126C 16163G 16186T 16189C 16294T 16519C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C

A056 H5 1 16304C 16344T 263G 309.1C 309.2C 315.1C 456T 523DEL 524DEL

A057 H14a 1 16256T 16352C 195C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

A058 V 1 16148T 16298C 16311C 72C 263G 309.1C 315.1C

A059 R0a1a 1 16126C 16355T 16362C 58C 64T 146C 152C 263G 309.1C 315.1C

A060 H12 1 16287T 16357C 16519C 195C 263G 315.1C

A061 R0a2k1 1
16114T 16126C 16258C 16319A 16362C 16519C 60.1T 64T 152C 263G 309.1C

309.2C 315.1C

A062 X2c1b 1
16183C 16189C 16193.1C 16223T 16255A 16278T 16300G 16519C 73G 153G 195C

225A 227G 263G 315.1C

A063 H11a2 1 16092C 16293G 16311C 146C 195C 263G 315.1C

A064 W3b 1
16172C 16223T 16231C 16292T 16519C 73G 189G 194T 195C 199C 204C 207A 210G

263G 309.1C 315.1C

A065 H1e2b 1 16129A 16175G 16519C 263G 309.1C 315.1C

A066 H5n 1 16304C 263G 315.1C 373G 456T

A067 H13b1+200 1 16261T 16519C 200G 263G 309.1C 315.1C

A068 U4c1 1 16051G 16179T 16356C 16362C 16519C 73G 195C 263G 315.1C 499A

A069 T2b 1
16126C 16183C 16189C 16193.1C 16294T 16296T 16304C 16519C 73G 152C

263G 309.1C 309.2C 315.1C

A070 R0a1a 1 16126C 16355T 16362C 58C 64T 146C 152C 263G 309.1C 315.1C

A071 W3b 1
16172C 16223T 16231C 16292T 16519C 73G 152C 189G 194T 195C 199C 204C 207A

210G 263G 309.1C 315.1C

A072 U3b2b 1 16093C 16343G 16362C 73G 150T 195C 263G 315.1C 523DEL 524DEL
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A073 W3b 1
16172C 16223T 16231C 16292T 16519C 73G 189G 194T 195C 199C 204C 207A 210G

263G 309.1C 315.1C

A074 J1c 1
16069T 16126C 16220C 16519C 73G 185A 228A 263G 295T 309.1C 315.1C 462T 489C

523DEL 524DEL

A075 H15 1 55C 57C 263G 309.1C 309.2C 315.1C 523DEL 524DEL

A076 T2b 1 16126C 16243C 16294T 16296T 16304C 16519C 73G 204C 207A 263G 315.1C

A077 X2d 1 16183C 16189C 16193.1C 16223T 16227G 16278T 16287T 16290T 16519C 73G 195C
263G 309.1C 309.2C 315.1C

A078 M 1 16223T 16362C 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 489C

A079 J1c2e 1 16069T 16126C 16366T 16519C 73G 185A 188G 228A 263G 295T 309.1C 309.2C
315.1C 462T 489C 523DEL 524DEL

A080 U4 1 16356C 16519C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C 499A 524.1A 524.2C

A081 H3ak 1 16519C 143A 228A 263G 309.1C 315.1C

A082 I1 1 16129A 16223T 16311C 16390A 16391A 16519C 73G 199C 204C 250C 263G 315.1C
455.1T 573.1C 573.2C 573.3C

A083 H12 1 16287T 16519C 195C 263G 315.1C

A084 V17 1 16129A 16298C 72C 195C 263G 315.1C

A085 H1e1a 1 55C 56.1C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

A086 H5a1 1 16304C 150T 263G 309.1C 315.1C 456T 523DEL 524DEL

A087 X2+225 1 16189C 16223T 16278T 16519C 73G 153G 195C 225A 226Y 263G 315.1C

A088 T2b 1 16126C 16294T 16296T 16304C 16519C 73G 263G 315.1C

A089 H13b1+200 1 16261T 16519C 200G 263G 309.1C 315.1C

A090 H1e1a 1 55C 56.1C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

A091 M5a1 1 16129A 16223T 16291T 16519C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C 489C

A092 J1c+16261 1 16069T 16126C 16261T 73G 263G 295T 309.1C 315.1C 462T 489C

A093 W1+119 1 16193T 16223T 16292T 16519C 73G 119C 152C 189G 195C 204C 207A 263G 315.1C

A094 U4a1 1 16134T 16356C 16519C 73G 152C 195C 263G 309.1C 315.1C 499A

A095 H5m 1 16304C 146C 263G 309.1C 309.2C 315.1C 456T 573.1C 573.2C 573.3C

A096 W 1 16193T 16223T 16292T 16519C 73G 152C 189G 195C 204C 207A 263G 315.1C

A097 R0 1 263G 309.1C 315.1C

A098 U4a2f 1 16356C 16519C 73G 195C 198T 263G 310C 315DEL 316DEL 317DEL 499A

A099 J1c2 1 16069T 16126C 16519C 73G 185A 188G 228A 263G 295T 315.1C 462T 489C

A100 H11a+152 1 16239T 16293G 16311C 152C 195C 263G 315.1C

A101 J1c+16261 1 16069T 16126C 16261T 73G 185A 263G 295T 309.1C 315.1C 462T 489C
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A102 R0 1 16519C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

A103 H12 1 16287T 16519C 195C 263G 315.1C

A104 H 1 16256T 263G 309.1C 309.2C 315.1C

A105 T2b3+151 1 16126C 16294T 16296T 16304C 16519C 73G 151T 263G 315.1C

A106 U1a1a 1 16092C 16189C 16249C 16294T 73G 195C 263G 285T 315.1C 385G 523DEL 524DEL

A107 H5 1 16294T 16304C 263G 315.1C 456T

A108 H11a+152 1 16293G 16311C 152C 195C 263G 315.1C 444R

A109 I1a 1
16129A 16172C 16223T 16311C 16391A 16519C 73G 199C 204C 250C 263G 315.1C

455.1T 573.1C 573.2C 573.3C 573.4C 573.5C

A110 U5b2a5 1 16189C 16193.1C 16193.2C 16270T 16311C 16519C 73G 150T 263G 309.1C 315.1C
523DEL 524DEL

A111 H 1 16189C 16193.1C 16193.2C 16519C 152C 263G 309.1C 315.1C

A112 H5m 1 16304C 146C 263G 309.1C 309.2C 315.1C 456T 573.1C 573.2C 573.3C 573.4C

A113 H1a 1 16162G 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 471C

A114 J1c4b 1
16069T 16126C 16169T 16183C 16189C 16193.1C 73G 185A 228A 263G 295T 309.1C

315.1C 462T 489C

A115 V 1 16298C 16311C 72C 263G 309.1C 315.1C

A116 H12 1 16287T 16519C 195C 263G 315.1C

A117 H55 1 16183M 16189C 16193.1C 16193.2C 16519C 153G 204C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

A118 U1a1a 1
16092C 16189C 16193.1C 16193.2C 16249C 16294T 73G 195C 263G 285T 315.1C 385G

523DEL 524DEL

A119 H44b 1 16051G 16312G 16519C 195C 263G 309.1C 315.1C

A120 U4a1 1 16129A 16134T 16356C 16519C 73G 152C 195C 263G 315.1C 499A

A121 R0 1 263G 309.1C 315.1C 523DEL 524DEL

A122 H12 1 16287T 16519C 195C 263G 315.1C

A123 K1a12a1a 1 16129A 16224C 16311C 73G 185A 263G 315.1C 497T 524.1A 524.2C

A124 H11a2 1 16092C 16265T 16293G 16311C 146C 195C 263G 315.1C

A125 H59 1 16519C 73G 263G 315.1C 573.1C 573.2C

A126 R0 1 16519C 263G 309.1C 315.1C

A127 H 1 16311C 263G 315.1C

A128 J1c+16261 1 16069T 16126C 16261T 73G 263G 295T 309.1C 315.1C 462T 489C

A129 H61 1 16216G 16519C 146C 263G 315.1C

A130 R0 1 16519C 263G 309.1C 315.1C



49

A131 H5m 1 16304C 146C 263G 309.1C 309.2C 315.1C 456T 573.1C 573.2C 573.3C

A132 R 1 16235R 73G 263G 315.1C 523DEL 524DEL

A133 V 1 16148T 16298C 16311C 72C 186M 263G 309.1C 315.1C

A134 H8+(114)+152 1 16288C 16362C 114T 146C 152C 195C 263G 309.1C 315.1C 319C

A135 T2c1a 1 16126C 16292T 16294T 16519C 73G 263G 315.1C 573.1C 573.2C 573.3C 573.4C
573.5C

A136 H12 1 16287T 16519C 195C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

A137 T1a1+@152 1 16126C 16163G 16186T 16189C 16294T 16519C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C

A138 V 1 16298C 16311C 72C 263G 309.1C 315.1C

A139 W6 1 16124C 16192T 16223T 16292T 16325C 16356C 16519C 73G 189G 194T 195C 204C
207A 263G 309.1C 315.1C

A140 X2+225 1
16183C 16189C 16193.1C 16223T 16278T 16519C 73G 153G 195C 225A 226C

263G 309.1C 315.1C

A141 H12 1 16287T 16519C 195C 263G 315.1C

A142 H55 1 16189C 16193.1C 16193.2C 16519C 153G 263G 309.1C 315.1C

A144 I1 1

16129A 16223T 16311C 16390A 16391A 16519C 73G 199C 204C 250C 263G 315.1C

455.1T 573.1C 573.2C 573.3C 573.4C

A145 U5b1c2 1 16174T 16189C 16270T 16311C 73G 150T 263G 309.1C 315.1C 516T

A146 W+194 1 16223T 16292T 16519C 73G 189G 194T 195C 204C 207A 263G 309.1C 315.1C

A147 I1a 1 16129A 16172C 16223T 16311C 16391A 16519C 73G 199C 204C 250C 263G 315.1C
455.1T 573.1C 573.2C 573.3C 573.4C 573.5C

A148 H12 1 16287T 16519C 195C 263G 315.1C

A149 H51 1 16189C 16193.1C 16193.2C 16519C 204C 263G 309.1C 315.1C

#, ozna~uva ispitanik

Tabela 8. Sekvenca na celiot kontrolen region kaj turski ispitanici, so
prika`ani razliki vo sporedba so rCRS. Odredeni se i haplogrupite kaj sekoj
ispitanik.

# ХАПЛОГРУПА ХАПЛОТИП

T001 H2a1 1 16354T 16519C 263G 309.1C 315.1C

T002 H2a1 1 16354T 16519C 263G 309.1C 315.1C

T003 J1b8 1 16069T 16126Y 16145A 16260T 16261T 73G 152C 263G 295T 315.1C 462T 489C

T004 H1j1a 1 16129A 16316R 16519C 195C 263G 315.1C

T005 H12 1 16287T 16519C 195C 263G 315.1C
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T006 K1a5a 1 16224C 16311C 16362C 16519C 73G 263G 315.1C 497T 524.1A 524.2C

T007 U1a 1 16126C 16182C 16183C 16189C 16249C 16353T 16360T 16362C 73G 183G 263G
285T 309.1C 315.1C

T008 H27a 1 16129A 16316G 16519C 195C 263G 315.1C

T009 K1a4 1 16093Y 16224C 16311C 16519C 73G 195C 263G 315.1C 417A 497T 501T 524.1G
524.2C

T010 T1a 1 16126C 16163G 16186T 16189C 16294T 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 513A

T011 H11a2 1 16092C 16293G 16311C 152C 195C 263G 315.1C

T012 H1c 1 16519C 214R 263G 315.1C 477C

T013 H1c 1 16519C 263G 309.1C 315.1C 477C

T014 H1bt 1 16126C 16192T 16234T 16527T 263G 315.1C

T015 H6 1 16362C 16482G 16519C 239C 263G 315.1C

T016 T1a1+@152 1 16126C 16163G 16186T 16189C 16294T 16418C 16519C 73G 195C 263G 309.1C
315.1C

T017 H12 1 16287T 16519C 195C 263G 315.1C

T018 H 1 16519C 152C 263G 315.1C

T019 H7c1 1 16093Y 16265G 16519C 263G 309.1C 315.1C

T020 HV0f 1 16185T 16298C 195C 263G 309.1C 315.1C

T021 U4b1a1a1 1 16356C 16362C 16519C 73G 195C 214R 263G 315.1C 499A

T022 W3b 1 16172C 16223T 16231C 16292T 16519C 73G 189G 194T 195C 199C 204C 207A
210G 263G 315.1C

T023 T1a2a 1 16126C 16163G 16186T 16189C 16261T 16294T 16519C 73G 152C 263G 309.1C
315.1C 384G

T024 H12 1 16287T 16519C 195C 263G 315.1C

T025 U4c1 1 16051G 16179T 16356C 16362C 16519C 73G 195C 263G 315.1C 499A 524.1A
524.2C

T026 U5a1+@16192 1 16256T 16270T 16399G 73G 263G 309.1C 315.1C

T027 U5a1a1+16362 1 16256T 16270T 16362C 16399G 73G 146C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

T028 R0 1 16519C 263G 309.1C 315.1C

T029 H 1 16256T 263G 309.1C 315.1C

T030 H27a 1 16129A 16316G 16519C 195C 263G 315.1C

T031 U1a 1 16086C 16183C 16189C 16193.1C 16249C 16319A 73G 263G 285T 309.1C 309.2C
315.1C

T032 U3 1 16343G 73G 150T 263G 315.1C

T033 U1a1a 1
16092C 16189C 16193.1C 16249C 16294T 16519C 73G 195C 263G 285T 315.1C

385G 523DEL 524DEL

T034 W3b 1 16172C 16223T 16231C 16292T 16519C 73G 189G 194T 195C 199C 204C 207A
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210G 263G 309.1C 315.1C

T035 J1c+16261 1 16069T 16126C 16189Y 16261T 73G 263G 295T 309.1C 315.1C 462T 489C 527T

T036 W3b 1
16172C 16223T 16231C 16292Y 16519C 73G 189G 194T 195C 199C 204C 207A

210G 263G 309.1C 315.1C

T037 U5a1b1 1 16192T 16256T 16260T 16270T 16291T 16399G 73G 263G 315.1C

T038 T2b 1 16126C 16294T 16296T 16304C 16519C 73G 152C 263G 315.1C

T039 T2b 1 16126C 16294T 16296T 16304C 16519C 73G 152C 263G 315.1C

T040 W3b 1
16172C 16223T 16231C 16292T 16519C 73G 189G 194T 195C 199C 204C 207A

210G 263G 309.1C 315.1C

T041 H59 1 16519C 73G 263G 315.1C 573.1C 573.2C 573.3C

T042 R0 1 16519C 195A 263G 315.1C

T043 R0 1 16519C 195A 263G 315.1C

T044 R0 1 16519C 195A 263G 315.1C

T045 T1 1 16126C 16163G 16294T 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C

T046 R0 1 16519C 242T 263G 309.1C 309.2C 315.1C

T047 U5a1+@16192 1 16256T 16270T 16399G 73G 263G 309.1C 315.1C

T048 U5a1b1 1 16192T 16256T 16260T 16270T 16291T 16399G 73G 263G 315.1C

T049 T2b 1 16126C 16294T 16296T 16304C 16519C 73G 152C 263G 315.1C

T050 U5a2a 1 16114A 16192T 16256T 16270T 16294T 16526A 73G 263G 309.1C 315.1C

T051 U5a2a 1 16114A 16192T 16256T 16270T 16294T 16526A 73G 263G 309.1C 315.1C

T052 U5a1b1 1 16192T 16256T 16260T 16270T 16291T 16399G 73G 195Y 263G 315.1C

T053 R0 1 16519C 195A 263G 315.1C

T054 W3b 1
16172C 16223T 16231C 16292T 16519C 73G 189G 194T 195C 199C 204C 207A

210G 263G 309.1C 315.1C

T055 J2a2c 1 16069T 16126C 16231C 73G 150T 195C 263G 295T 309.1C 315.1C 489C 524.1A
524.2C

T056 T1 1 16126C 16163G 16294T 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C

T057 T1 1 16126C 16163G 16294T 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C

T058 I5a 1
16129A 16148T 16223T 16391A 16519C 73G 199C 204C 250C 263G 309.1C

315.1C 573.1C 573.2C 573.3C

T059 J1c 1 16069T 16126C 73G 185A 263G 295T 309.1C 315.1C 462T 489C

T060 T1 1 16126C 16163G 16294T 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C

T061 V 1 16214Y 16298C 16311C 72C 263G 309.1C 315.1C

T062 J1c 1 16069T 16126C 73G 185A 263G 295T 309.1C 315.1C 462T 489C
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T063 T2b 1 16126C 16294T 16296T 16304C 16519C 73G 152C 263G 315.1C

T064 U5a1+@16192 1 16256T 16270T 16399G 73G 263G 309.1C 315.1C

T065 H1c 1 16519C 263G 309.1C 315.1C 477C

T066 U5a1b1 1 16192T 16256T 16260T 16270T 16291T 16399G 73G 263G 315.1C

T067 R0 1 16519C 263G 309.1C 315.1C

T068 T2b 1 16126C 16294T 16296T 16304C 16519C 73G 263G 315.1C

T069 U5a1+@16192 1 16256T 16270T 16399G 73G 263G 309.1C 315.1C

T070 R0 1 16465T 16519C 263G 315.1C

T071 H1c 1 16519C 263G 309.1C 315.1C 477C

T072 T2b5a1 1 16126C 16294T 16304C 16519C 3C 73G 263G 309.1C 315.1C

T073 H9a 1 16168T 16519C 152C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

T074 T2f2 1
16126C 16140C 16189C 16193.1C 16294T 16296T 16311C 16519C 73G 195C 198T

263G 309.1C 315.1C

T075 W6 1 16192T 16223T 16292T 16325C 16519C 73G 189G 194T 195C 204C 207A 263G
309.1C 315.1C 524.1A 524.2C

T076 H11 1 16301T 16311C 195C 263G 315.1C

T077 T2b11 1 16126C 16294T 16304C 16519C 73G 152Y 204C 207A 263G 309.1C 315.1C

T078 J1c4b 1 16069T 16126C 16183C 16189C 16193.1C 73G 185A 228A 263G 295T 315.1C 462T
489C

T079 U4c1 1 16051G 16179T 16356C 16362C 16519C 73G 195C 263G 315.1C 499A 524.1A
524.2C

T080 J1c2e 1 16069T 16126C 16366T 16519C 73G 185A 188G 228A 263G 295T 309.1C 315.1C
462T 489C 523DEL 524DEL

T081 H+195 1 16124C 16519C 143A 263G 315.1C

T082 H 1 16519C 195C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

T083 H2a2a1 1 16291T 315.1C

T084 H28 1 16519C 186A 263G 309.1C 315.1C

T085 H10+(16093) 1 16093Y 16519C 263G 315.1C 315.2C

T086 M7b1a1+(16192) 1 16129A 16192T 16223T 16297C 73G 150T 199C 263G 315.1C 456T 489C

T087 H59 1 16519C 73G 214R 263G 315.1C 573.1C 573.2C 573.3C

T088 K1a 1 16224C 16301T 16311C 16519C 73G 263G 315.1C 497T 524.1A 524.2C 524.3A
524.4C

T089 U5a1a2 1 16256T 16270T 16399G 73G 263G 309.1C 315.1C 573.1C 573.2C 573.3C 573.4C

T090 W6d 1 16192T 16223T 16292T 16325C 16519C 73G 152C 185A 189G 194Y 195C 198T
204C 207A 263G 315.1C

T091 R0a1a 1 16126C 16311C 16355T 16362C 64T 146C 263G 309.1C 309.2C 315.1C 523DEL
524DEL 573.1C 573.2C 573.3C 573.4C 573.5C
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T092 H6a1a2a 1 16362C 41T 239C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

T093 H26a 1 16093C 16519C 210G 263G 315.1C 315.2C

T094 H10e3a 1 16221T 16519C 152C 263G 315.1C

T095 H3 1 16129A 16519Y 263G 309.1C 315.1C 385G

T096 R0 1 16519C 263G 309.1C 315.1C

T097 H11 1 16301T 16311C 195C 263G 315.1C

T098 U4a1 1 16134T 16356C 16519C 73G 152C 195C 263G 309.1C 315.1C 499A

T099 H13b1+200 1 16181G 16261T 16519C 200G 263G 315.1C

T100 H7a1a 1 16261T 16304C 16519C 93G 263G 315.1C 523DEL 524DEL

T101 H3k 1 16145A 16519C 152C 200G 263G 315.1C

T102 U4a2 1 16356C 16519C 73G 195C 263G 310C 315DEL 316DEL 317DEL 499A

T103 U2d1 1 16051G 16093C 16184T 16189C 16234T 16294T 16311C 16342C 16519C 73G 152C
199C 309.1C 315.1C 471C

T104 K1b1a1 1 16221T 16224C 16311C 16319A 16519C 73G 152C 263G 309.1C 315.1C 524.1A
524.2C

T105 R0 1 16465T 16519C 263G 309.1C 315.1C

T106 T2b 1 16126C 16129A 16224C 16271C 16294T 16296T 16304C 16519C 73G 263G 315.1C
315.2C

T107 J1c 1 16069T 16126C 16304C 73G 185A 263G 295T 315.1C 462T 489C

T108 H2a2a1 1 16291T 315.1C

T109 H2a1 1 16354T 16519C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

T110 U4a2 1 16356C 16519C 73G 195C 263G 310C 315DEL 316DEL 317DEL 499A

T111 H2a2a1 1 16291T 315.1C

T112 H 1 16519C 195C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

T113 H5 1 16304C 263G 309.1C 315.1C 456T

T114 H13b1+200 1 16181G 16261T 16519C 200G 263G 315.1C

T115 H3k 1 16145A 16519C 152C 200G 263G 315.1C

T116 U4a2 1 16356C 16519C 73G 195C 263G 310C 315DEL 316DEL 317DEL 499A

T117 R0 1 16465T 16519C 263G 309.1C 315.1C

T118 H15 1 55C 57C 61T 263G 309.1C 309.2C 315.1C

T119 H55 1 16189C 16193.1C 16193.2C 16519C 153G 263G 309.1C 309.2C 315.1C

T120 H41a 1 16293C 262T 263G 309.1C 315.1C 573.1C
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T121 U5a1a1+152 1 16256T 16270T 16399G 73G 152C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

T122 H15 1 55C 57C 61T 263G 309.1C 309.2C 315.1C

T123 V3c 1 16216G 16298C 263G 309.1C 315.1C

T124 R0 1 16465T 16519C 263G 309.1C 315.1C

T125 H 1 16189C 16519C 263G 315.1C 523DEL 524DEL

T126 T2 1 16126C 16286G 16294T 16296T 16519C 73G 189R 263G 309.1C 315.1C

T127 H6 1 16362C 16482G 16519C 239C 263G 315.1C

T128 X2m 1
16189C 16193.1C 16223T 16278T 16362C 16519C 73G 143A 152C 195C 225A 226C

263G 315.1C

T129 H55 1 16189C 16193.1C 16193.2C 16519C 146C 153G 204C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

T130 H 1 16189C 16193.1C 16362C 16519C 263G 309.1C 315.1C 523DEL 524DEL

T131 R0 1 16519C 263G 315.1C

T132 H12 1 16287T 16519C 195C 263G 315.1C

T133 U5b2a5 1 16189C 16270T 16311C 73G 150T 263G 309.1C 315.1C

T134 U5b2a5 1 16189C 16193.1C 16270T 16311C 73G 150T 263G 309.1C 315.1C

T135 U5a1+@16192 1 16256T 16270T 16399G 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C

T136 I1a 1
16129A 16172C 16223T 16311C 16391A 16519C 73G 199C 204C 250C 263G 315.1C

455.1T 573.1C 573.2C 573.3C 573.4C 573.5C

T137 H 1 16093Y 16311C 16519C 263G 315.1C 523DEL 524DEL

T138 U3 1 16343G 73G 150T 263G 309.1C 315.1C

T139 H1e2b 1 16129A 16175G 16519C 263G 309.1C 315.1C

T140 K1a6 1
16124C 16170G 16224C 16311C 16519C 16527T 73G 263G 315.1C 497T 524.1A

524.2C 524.3A 524.4C

T141 H 1 16519C 146C 263G 315.1C

T142 H 1 16519C 146C 263G 315.1C

T143 J1c+16261 1 16069T 16126C 16261T 73G 263G 295T 309.1C 315.1C 462T 489C

T144 R0 1 16519C 263G 315.1C

T145 H 1 16311C 263G 315.1C

T146 H1a 1 16162G 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C

T147 R0 1 263G 309.1C 315.1C

T148 H61 1 16216G 16519C 146C 263G 315.1C

T149 H12 1 16287T 16519C 195C 263G 315.1C
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T150 R 1 73G 263G 315.1C 523DEL 524DEL

#, ozna~uva ispitanik

Tabela 9. Sekvenca na celiot kontrolen region kaj romski ispitanici, so
prika`ani razliki vo sporedba so rCRS. Odredeni se i haplogrupite kaj sekoj
ispitanik.

# ХАПЛОГРУПА ХАПЛОТИП

R001 U3 1 16343G 73G 150T 263G 315.1C 519R

R002 M5a1 1 16129A 16148T 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 263G 310C 489C 524.1A
524.2C

R003 U2d3 1 16051G 16189C 16234T 16266T 16294T 16519C 73G 152C 199C 309.1C 315.1C 471C

R004 I1a1 1 16129A 16172C 16223T 16311C 16391A 16519C 73G 199C 203A 204C 250C 263G
315.1C 455.1T 573.1C 573.2C 573.3C

R005 H7a1a 1 16261T 16304C 16519C 93G 263G 315.1C 523DEL 524DEL

R006 H7a1a 1 16261T 16304C 16519C 93G 263G 315.1C 523DEL 524DEL

R007 X2e1 1 16126C 16189A 16223T 16278T 16519C 73G 153G 195C 225A 226C 263G 315.1C

R008 M5a1b 1 16129A 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 489C 524.1A
524.2C

R009 H2a1 1 16354T 16519C 263G 309.1C 315.1C

R010 H7a1a 1 16261T 16304C 16519C 93G 263G 315.1C 523DEL 524DEL

R011 H 1 16183C 16189C 16193.1C 16362C 16519C 263G 309.1C 309.2C 315.1C 523DEL
524DEL

R012 M5a1b 1 16129A 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 489C 524.1A
524.2C

R013 X2b+226 1
16183C 16189C 16193.1C 16223T 16278T 16519C 73G 146C 153G 195C 225A 226C

263G 309.1C 315.1C

R014 M5a1 1 16129A 16223T 16291T 16519C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C 489C

R015 I1a1 1
16129A 16172C 16223T 16311C 16391A 16519C 73G 199C 203A 204C 250C

263G 315.1C 455.1T 573.1C 573.2C 573.3C

R016 H7a1a 1 16261T 16304C 16519C 93G 263G 315.1C 523DEL 524DEL

R017 M5a1b 1 16129A 16223T 16291T 16298C 16362Y 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 489C
524.1A 524.2C

R018 X2e1 1 16126C 16189A 16223T 16278T 16519C 73G 153G 195C 225A 226C 263G 315.1C

R019 H7a1a 1 16261T 16304C 16519C 93G 263G 315.1C 523DEL 524DEL

R020 M5a1 1 16129A 16148T 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 263G 310C 315DEL 489C
524.1A 524.2C

R021 N1b1a+16129 1 16086C 16129A 16145A 16176G 16223T 16390A 16519C 73G 152C 228A 263G
315.1C

R023 K1b1a1 1 16224C 16311C 16319A 16519C 73G 152C 263G 315.1C 505T 524.1A 524.2C 524.3A
524.4C 524.5A 524.6C
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R025 M5a1b 1 16129A 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 263G 309.1C 309.2C 315.1C 489C

R026 H7a1a 1 16261T 16519C 93G 263G 315.1C 523DEL 524DEL

R027 M5a1 1 16129A 16148T 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 263G 310C 315DEL 489C
524.1A 524.2C

R028 M5a1 1 16129A 16223T 16291T 16519C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C 489C

R029 M5a1 1 16129A 16223T 16291T 16519C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C 489C

R030 H13a1a1 1 150T 152C 263G 310C 315DEL

R031 M5a1 1 16129A 16223T 16291T 16519C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C 489C

R032 X2e1 1 16126C 16189A 16223T 16278T 16519C 73G 153G 195C 225A 226C 263G 315.1C

R033 H20 1 16218T 16278T 93G 263G 315.1C

R034 M5a1b 1 16129A 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 489C

R035 K2a 1 16224C 16311C 16519C 73G 146C 152C 263G 315.1C

R036 J1c2a2 1 16069T 16126C 16256T 16519C 73G 185A 188G 228A 263G 295T 315.1C 462T 482C
489C

R037 X2e1 1 16126C 16189A 16223T 16278T 16519C 73G 153G 195C 225A 226C 263G 315.1C

R038 H7a1a 1 16261T 16304C 16519C 93G 263G 315.1C 523DEL 524DEL

R039 M5a1b 1 16129A 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 489C

R040 M18a 1 16223T 16318T 16519C 73G 93G 194T 246C 263G 309.1C 315.1C 489C

R041 H26a 1 16093Y 16519C 210G 263G 315.1C 315.2C

R042 X2e1 1 16126C 16189A 16223T 16278T 16519C 73G 153G 195C 225A 226C 263G 315.1C

R043 J1c2a2 1 16069T 16126C 16256T 16519C 73G 185A 188G 228A 263G 295T 315.1C 462T 482C
489C

R044 R0 1 16519C 263G 315.1C

R045 T1b 1
16093C 16126C 16163G 16183C 16189C 16193.1C 16243C 16294T 16519C 73G 263T

309.1C 315.1C

R046 H1ao 1 16218T 16278T 93G 263G 315.1C 523DEL 524DEL

R047 M5a1 1 16129A 16223T 16291Y 16519C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C 489C

R048 J2b 1 16069T 16126C 16193T 16227R 73G 150T 152C 263G 295T 315.1C 489C 508G
523DEL 524DEL

R049 U3 1 16343G 73G 150T 263G 315.1C

R050 M5a1b 1
16129A 16223T 16291T 16298C 16327T 16519C 73G 263G 309.1C 309.2C 315.1C

489C 524.1A 524.2C

R051 I1a1 1 16129A 16172C 16223T 16311C 16391A 16519C 73G 199C 203A 204C 250C 263G
309.1C 315.1C 455.1T 573.1C 573.2C 573.3C

R052 M5a1 1 16129A 16148T 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 263G 310C 315DE 489C 524.1A
524.2C

R053 M5a1 1 16129A 16223T 16291T 16519C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C 489C
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R054 H10b 1 16399G 16519C 146C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

R055 H11a2a 1 16092C 16140C 16293G 16311C 195C 263G 315.1C

R056 I1a1 1 16129A 16172C 16223T 16311C 16391A 16519C 73G 199C 203A 204C 250C 263G
315.1C 455.1T 573.1C 573.2C 573.3C 573.4C 573.5C

R057 H 1 16519C 146C 152C 195C 263G 315.1C

R058 J1c2a2 1 16069T 16126C 16256T 16519C 73G 185A 188G 228A 263G 295T 315.1C 462T 482C
489C

R059 M18a 1 16172C 16223T 16318T 16519C 73G 93G 194T 246C 263G 309.1C 315.1C 489C

R060 J1b6a 1 16069T 16126C 16145A 16222T 73G 195C 263G 315.1C 462T 489C

R061 J2a2c 1 16069T 16126C 16231C 73G 150T 195C 263G 295T 309.1C 315.1C 489C 524.1A
524.2C

R062 M5a1 1 16129A 16223T 16291T 16319A 16519C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C 489C

R063 M5a1b 1
16129A 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 214R 263G 309.1C 309.2C 315.1C 489C

524.1A 524.2C

R064 M5a1b 1 16129A 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 489C

R065 X2e1 1 16126C 16189A 16223T 16278T 16519C 73G 153G 195C 225A 226C 263G 315.1C

R066 T2b 1 16126C 16294T 16296T 16304C 16519C 73G 263G 315.1C

R067 H7a1a 1 16261T 16304C 16519C 93G 263G 315.1C 523DEL 524DEL

R068 X2e1 1 16126C 16189A 16223T 16278T 16519C 73G 153G 195C 225A 226C 263G 315.1C

R069 R0 1 16519C 263G 315.1C

R070 H9a 1 16168T 16519C 152C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

R071 U1a 1 16086C 16183C 16189C 16249C 16319A 73G 263G 285T 309.1C 309.2C 315.1C

R072 M18a 1 16223T 16318T 16519C 73G 93G 194T 246C 263G 315.1C 489C

R073 M5a1 1 16129A 16223T 16291T 16519C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C 489C

R074 J2b 1 16069T 16126C 16193T 73G 150T 152C 263G 295T 315.1C 489C 508G 523DEL
524DEL

R075 X2e1 1 16126C 16189A 16223T 16278T 16519C 73G 153G 195C 225A 226C 263G 315.1C

R076 T1a1'3 1 16126C 16163G 16186T 16189C 16294T 16519C 73G 152C 195C 263G 315.1C

R077 M5a1 1 16129A 16148T 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 263G 310C 315DE 489C 524.1A
524.2C

R078 M5a1 1 16129A 16148T 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 263G 310C 315DEL 489C
524.1A 524.2C

R079 M5a1b 1 16129A 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 152C 263G 309.1C 315.1C 489C 524.1A
524.2C

R080 H1ax1 1 16189C 16192T 150T 263G 309.1C 315.1C

R081 J1c1 1 16069T 16126C 73G 185A 228A 263G 295T 315.1C 462T 482C 489C 508G

R082 I1 1 16129A 16223T 16311C 16391A 16519C 73G 199C 204C 250C 263G 315.1C 455.1T
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573.1C 573.2C

R083 I1 1
16129A 16223T 16311C 16391A 16519C 73G 199C 204C 250C 263G 315.1C 455.1T

573.1C 573.2C

R084 J1b3a 1 16069T 16126C 16145A 16222T 16235G 16261T 16271C 16519C 73G 263G 295T
309.1C 315.1C 462T 489C

R085 H7a1a 1 16261T 16304C 16519C 93G 263G 315.1C 523DEL 524DEL

R086 U2e1a1a 1 16051G 16129C 16182C 16183C 16189C 16362C 16519C 73G 152C 263G 309.1C
309.2C 315.1C 340T 508G 524.1A 524.2C

R087 R0 1 16519C 263G 315.1C

R088 R0 1 16519C 263G 315.1C

R089 T1b 1 16126C 16163G 16183C 16189C 16243C 16294T 16519C 73G 263T 309.1C 309.2C
315.1C

R090 K2a 1 16224C 16311C 16519C 73G 146C 152C 263G 315.1C

R091 M5a1 1 16129A 16148T 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 263G 310C 315DEL 489C
524.1A 524.2C

R092 H7a1a 1 16261T 16304C 16519C 93G 263G 315.1C 523DEL 524DEL

R093 U3 1 16343G 73G 150T 263G 315.1C

R094 R0 1 16519C 263G 315.1C

R095 U4a2a 1 16183G 16354T 16519C 73G 195C 263G 310C 499A 524.1A 524.2C

R096 J1c1 1 16069T 16126C 73G 185A 228A 263G 295T 315.1C 462T 482C 489C 508G

R097 J1c1 1 16069T 16126C 73G 185A 228A 263G 295T 315.1C 462T 482C 489C 508G

R098 J2b 1 16069T 16126C 16193T 73G 150T 152C 263G 295T 315.1C 489C 508G 523DEL
524DEL

R099 R0 1 16519C 263G 315.1C

R100 M5a1b 1 16129A 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 489C

R101 M5a1b 1 16129A 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 489C 524.1A
524.2C

R102 H 1 16311C 263G 315.1C

R103 M5a1b 1 16129A 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 263G 309.1C 309.2C 315.1C 489C
524.1A 524.2C

R104 T1b 1 16126C 16163G 16183C 16189C 16193.1C 16243C 16294T 16519C 73G 263T 309.1C
309.2C 315.1C

R105 M5a1b 1 16129A 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 489C 524.1A
524.2C

R106 M5a1b 1 16129A 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 263G 309.1C 309.2C 315.1C 489C

R107 M5a1 1 16129A 16223T 16291T 16319A 16519C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C 489C

R108 M5a1 1 16129A 16223T 16291T 16519C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C 489C

R109 X2e1 1 16126C 16189A 16223T 16278T 16519C 73G 153G 195C 225A 226C 263G 315.1C

R110 X2e1 1 16126C 16189A 16223T 16278T 16519C 73G 153G 195C 225A 226C 263G 315.1C
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R111 M5a1b 1 16129A 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 263G 309.1C 309.2C 315.1C 489C
524.1A 524.2C

R112 H76 1 16093C 16311C 16519C 152C 263G 309.1C 315.1C

R113 T1b 1 16126C 16163G 16183C 16189C 16193.1C 16243C 16294T 16519C 73G 263T 309.1C
309.2C 315.1C

R114 M5a1 1 16129A 16223T 16291T 16519C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C 489C

R115 H7a1a 1 16261T 16304C 16519C 93G 146Y 263G 315.1C 523DEL 524DEL

R116 H1ax1 1 16189C 16192T 150T 263G 309.1C 315.1C

R117 H11a2 1 16092C 16169T 16293G 16311C 263G 315.1C

R118 I1a1 1
16129A 16172C 16223T 16311C 16391A 16519C 73G 199C 203A 204C 250C 263G

315.1C 455.1T 573.1C 573.2C 573.3C 573.4C

R119 T1b 1 16126C 16163G 16183C 16189C 16193.1C 16243C 16294T 16519C 73G 263T 309.1C
309.2C 315.1C

R121 U3 1 16343G 73G 150T 263G 315.1C

R122 J1b 1 16069T 16126C 16145A 16222T 16261T 16311C 73G 234R 263G 295T 315.1C 462T
489C

R123 H 1 16093Y 16311C 16519C 152C 263G 309.1C 315.1C

R124 H13a1a1 1 150T 152C 263G 310C 315DEL

R125 U3 1 16343G 73G 150T 183R 263G 315.1C

R126 M5a1b 1 16129A 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 152C 263G 309.1C 315.1C 489C 524.1A
524.2C

R127 H7a1a 1 16261T 16304C 16519C 93G 263G 315.1C 523DEL 524DEL

R128 H55 1 16189C 16193.1C 16390A 16519C 153G 204C 263G 309.1C 315.1C

R129 H1ax1 1 16189C 16192T 150T 263G 309.1C 315.1C

R130 J1c 1 16069T 16126C 73G 185A 228A 263G 295T 315.1C 462T 489C 499R

R131 N1b1a+16129 1 16086C 16129A 16145A 16176G 16223T 16390A 16519C 73G 152C 228A 263G
309.1C 315.1C

R132 H13a1a 1 16180G 16519C 263G 309.1C 315.1C

R133 H7a1a 1 16261T 16304C 16519C 93G 263G 315.1C 523DEL 524DEL

R134 U3 1 16343G 73G 150T 263G 315.1C

R135 T1b 1
16126C 16163G 16183C 16189C 16193.1C 16243C 16294T 16519C 73G 263T 309.1C

309.2C 315.1C 385G

R136 H1ax1 1 16189C 16192T 150T 263G 309.1C 315.1C

R137 R0 1 16519C 263G 315.1C

R138 H7a1a 1 16261T 16304C 16519C 93G 263G 315.1C 523DEL 524DEL

R139 H 1 16051G 16519C 195C 263G 309.1C 315.1C

R140 U3 1 16343G 73G 150T 263G 315.1C
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R141 M5a1 1 16129A 16223T 16291T 16519C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C 489C

R142 X2e1 1 16126C 16189A 16223T 16278T 16519C 73G 153G 195C 225A 226C 263G 315.1C

R143 H 1 16311C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

R144 M5a1 1 16129A 16223T 16291T 16319A 16519C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C 489C

R145 K2a 1 16224C 16311C 16519C 73G 146C 152C 263G 315.1C

R146 H 1 16311C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

R147 M5a1b 1 16129A 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 489C 524.1A
524.2C

R148 H7a1a 1 16261T 16304C 16519C 93G 263G 315.1C 523DEL 524DEL

R149 H5 1 16186T 16304C 263G 315.1C 456T

#, ozna~uva ispitanik

Kako {to mo`e da se vidi od tabelite, kaj albanskata populacija so 43% i

kaj turskata populaciska grupa so 40% e zastapena haplogrupata H, koja e

naj~esto zastapena i kaj makedonskata populacija od Republika Makedonija

[102], a isto taka i kaj drugi evropski populacii. Pome|u mtDNK- haplogrupite

vo Evropa, haplogrupata H e so naj{iroka geografska distribucija i so

najvisoka frekvencija. Prethodni studii predlagaat deka haplogrupata H

nastanala na Sredniot Istok pred okolu 25-30 000 godini, pa se pro{irila vo

Evropa. Poradi visokata frekvencija i {irokata distribucija, haplogrupata H

najverojatno u~estvuvala vo site posledovatelni epizodi na genetski protok

“gene flow” vo zapadna Evroazija [127].

Kaj romskata etni~ka grupa od Republika Makedonija, najzastapeni se

haplogrupite M so 28% i H so 27,3%. Haplogrupata M e ~esta haplogrupa vo

isto~na Afrika i vo Azija, no retko se sretnuva vo Evropa [128]. Vo

haplogrupata M, site linii se od azisko poteklo, osven edna linija M1a1 od

isto~na Afrika koja e najdena kaj dve portugalski romski semejstva. Glavnite

aziski suphaplogrupi se: M5a1a, M18, M25 i M35b, za koi e objaveno deka se so

indisko poteklo [129,130,131,132,133]. M5a1 e naj~esta aziska suphaplogrupa koja

se sretnuva kaj romskata populacija (6-29%). Kaj romskite ispitanici od

Republika Makedonija, suphaplogrupata M5a1 e zastapena so visoka ~estota od

13,7%. Vtora po ~estota kaj Romite od Makedonija e haplogrupata H so 27,3% i

nejzinata suphaplogrupa H7a1a so ~estota od 10%. Haplogrupata H so 5-10% se

sretnuva vo Indija i vo centralna Azija [134]. Prisustvoto na haplogrupata H

kaj Romite mo`e da se dol`i na me{aweto na Romite so evropskite populacii

po nivnoto naseluvawe vo Evropa. Eden od naj~estite haplotipovi od

haplogrupata H kaj Romite e 16261-16304, koj e mnogu redok vo evropskata

populacija [135], {to mo`e da e rezultat na nastanata mutacija [136] ili na
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mnogubrojni nezavisni me{awa na populacijata. Ovoj haplotip e zastapen i kaj

Romite od Republika Makedonija so ~estota od 10%.

Haplogrupite koi se zastapeni so sredna ~estota kaj trite populacii se

slednive: kaj albanskata populacija, toa se haplogrupite: T (13,5%), U (12,8%) i

R0 (10%); kaj turskata etni~ka grupa, toa se haplogrupite: U (19,3%), T (12%) i R0

(10,6%); kaj romskata populacija, toa se haplogrupite: J (9,5%) i U (7,5%).

Od forenzi~ki aspekt, posebno e interesno toa {to etni~kite grupi koi se

analizirani vo ovaa studija imaat razli~na zastapenost na oddelni

haplotipovi. Kaj Albancite, najmnogu e zastapena haplogrupata H12 (8,78%),

koja e generalno retko zastapena vo drugi populacii; objaveni se podatoci kaj

ortodoksnite Makedonci so 3% [103], kaj populacija od severna Grcija so 1,25%

[137] i kaj turskite ispitanici od na{ata populaciona studija so 3,3%.

Kaj Romite, so najgolema ~estota se zastapeni haplogrupite: M5a1 (13,7%) i

H7a1a (10,27%).

Distribucijata na haplogrupite kaj etni~kite grupi (Albanci, Turci i

Romi) vo Republika Makedonija e prika`ana vo tabela 10.

Tabela 10. Distribucija na haplogrupi kaj trite etni~ki grupi vo Republika
Makedonija

Haplogrupi Albanci Romi Turci
H7a1a 1 (0,67%) 15 (10,27%) 1 (0,66%)
H12 13 (8,78%) 0 5 (3,33%)
M5a1* 1 (0,67%) 20 (13,7%) 0
M5a1b 0 18 (12,3%) 0
W 9 (6,08%) 0 7 (4,66%)
X2e1 0 11 (7,5%) 0

Specifi~nostite vo zastapenosta na haplotipovite kaj oddelnite

etni~ki grupi uka`uvaat na potrebata od posebni bazi na podatoci za

forenzi~ki celi za da mo`e da se dobie pogolema preciznost pri statisti~ka

obrabotka na forenzi~kite slu~ai. Ovie populacioni podatoci }e bidat

dostapni na EMPOP-bazata na podatoci na internet, pod pristapnite broevi:

EMP00644 za Albancite, EMP00645 za Romite i EMP00646 za Turcite od

Republika Makedonija.
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1.1. Analiza na razlikite na mtDNK kaj ispitanicite

Nukleotidnite sekvenci bea analizirani i interpretirani so upotreba

na Sequencher (V.5.1, GeneCodes Corporation), podredeni vo soodnos so

Andersonovata sekvenca [34], sledej}i gi pravilata za filogenetsko

podreduvawe definirani od Bandelt i Parson [138]. Haplogrupite na mtDNK bea

odredeni so softverot EMMA [124] vrz osnova na filogenetskoto drvo

(www.phylotree.org.). Verojatnosta za slu~ajno sovpa|awe be{e presmetana kako

suma na kvadratnite koreni od frekvencijata na haplotipovite [139].

Indeksite na genetski diverzitet bea presmetani so upotreba na softverot

Arlequin (verzija 3.1.) [120]. Varijantite na dol`inskite nizi od C-nukleotidi vo

HV1 (okolu 16193), HV2 (okolu 390) i HV3 (okolu 573) bea ignorirani vo

presmetuvaweto na verojatnosta za slu~ajno sovpa|awe i vo indeksite na

genetski diverzitet.

Populacionite podatoci }e bidat dostapni na EMPOP-bazata na podatoci

na internet, pod pristapnite broevi: EMP00644 za Albancite, EMP00645 za

Romite i EMP00646 za Turcite od Republika Makedonija.

Analizata na sekvencata na mtDNK-kontrolniot region vo trite

makedonski etni~ki grupi so vkupno 444 ispitanici (148 Albanci, 150 Turci i

146 Romi) poka`a 108 razli~ni haplotipovi (73%) kaj Albancite, 100 (66,6%) kaj

Turcite i 64 (42%) kaj Romite. Od ovde, 87 (80,5%), 74 (74%) i 42 (65,6%) se

edinstveni haplotipovi i haplotipnata raznovidnost e 0,983, 0,986 i 0,966

soodvetno za albanskata, turskata i romskata grupa na ispitanici (tabela 11).

Tabela 11. Statisti~ki razliki za kontrolniot region (16024-576) kaj trite
makedonski etni~ki grupi

Популациона статистика
Албанци Турци Роми

Вкупен број 148 150 146
Број на хаплотипови 108 100 64
Број на полиморфни места 138 137 98
Број на единствени хаплотипови 87 74 42
Веројатност на случајно совпаѓање 0,017 0.014 0,034
Хаплотипна разновидност 0,983 0,986 0,966

Средна вредност "pairwise differences" 9,5 8,6 10,7

Vo odnos na populacionite studii, pri sporedba na ~estotata na

haplogrupite kaj trite etni~ki grupi od Republika Makedonija, Albanci,

Turci i Romi me|u sebe, a isto taka i pri sporedba so makedonskata etni~ka

grupa od Republika Makedonija [104] i drugi ju`noevropski populacii kaj koi e

napravena analiza na celiot kontrolen region od mtDNK, kako {to se

populaciite od severna Grcija i Kipar [137], ungarskite A{kenazi [140],
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ungarskite barania Romi i Ungarcite od Budimpe{ta [141], romanskata

populacija ~ango i {ekele [142] i romanskite Vlasi [143], izraboteni so

AMOVA-programata, bea utvrdeni mali me|upopulaciski razliki (tabela 12).

Tabela 12. Rezultati od AMOVA (Analysis of Molecular Variance)
d.f. zna~i stepen na sloboda “degree of freedom”

Varijacii d.f.
Suma od
kvadrati

Komponenti na
varijacii

Procent na
varijacii

Pome|u populaciite 10 405,891 0.19635 Va 3,73

Vo populaciite 1997 10109,979 5.06258 Vb 96,27

Celosno 2007 10515,871 5,25893

Indeks na fiksacija FST: 0,03734

Kako {to mo`e da se vidi od tabela 12, pove}eto od varijaciite se

odnesuvaat na razliki vo populaciite (96,27%), dodeka varijaciite pome|u

razli~ni populacii e 3,73%.

Vo tabela 13 e prika`ana Fst-sporedba me|u navedenite populacii.

Tabela 13. Fst-sporedba me|u populaciite. Fst-vrednostite se pod dijagonalata, a
p-vrednostite (signifikantno p<0,05, ne e signifikantno p>0,05) se nad
dijagonalata.

# 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1 * 0,018 <0.001 0,135 <0.001 0,009 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

2 0,005 * <0.001 <0.001 <0.001 0,009 <0.001 <0.001 0,054 <0.001 <0.001

3 0,047 0,052 * <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

4 0,002 0,006 0,045 * <0.001 0,396 <0.001 <0.001 0,027 <0.001 0,144

5 0,023 0,027 0,047 0,015 * <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

6 0,004 0,005 0,039 0,000 0,016 * <0.001 <0.001 0,090 <0.001 0,198

7 0,055 0,056 0,084 0,044 0,030 0,046 * <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

8 0,086 0,093 0,020 0,085 0,085 0,081 0,120 * <0.001 <0.001 <0.001

9 0,008 0,003 0,041 0,004 0,019 0,001 0,050 0,080 * <0.001 0,072

10 0,036 0,041 0,065 0,026 0,021 0,027 0,046 0,105 0,028 * <0.001

11 0,006 0,007 0,036 0,001 0,017 0,001 0,048 0,073 0,002 0,026 *

# Oznakite za populaciite se sledni: 1. makedonski Albanci; 2. makedonski
Turci; 3. makedonski Romi; 4. Makedonci; 5. gr~ka populacija od Kipar; 6.
gr~ka populacija od severna Grcija; 7. ungarski A{kenazi; 8. ungarski barawa?
Romi; 9. Ungarci od Budimpe{ta; 10. romanska populacija ~ango; 11. romanska
populacija {ekeli.

Napravena e i sporedba so populaciite od nekoi od sosednite i geografski

bliski zemji [95, 109, 132] kaj koi se objaveni rezultati samo za sekvencata na

dvata hipervarijabilni regiona HV1 i HV2 od kontrolniot region. Rezultatite

se prika`ani vo tabela 14.
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2. Analiza na forenzi~ki slu~ai vo tek na izrabotkata na

doktorskata disertacija

2.1. Identifikacija na le{ so naprednati trule`ni promeni

Po barawe na Osnovnoto javno obvinitelstvo od Skopje, sprovedena e

identifikacija na NN telo izvadeno od rekata Vardar, obducirano vo

Institutot za sudska medicina, kriminalistika i medicinska deontologija vo

Skopje. Teloto be{e delumno saponificirano, a vnatre{nite organi bea so

naprednati trule`ni promeni, {to pribli`no odgovara{e za smrt nastanata

pred 5-6 meseci (slika 17).

Slika 17. NN telo izvadeno od r. Vardar, identifikuvano so genetska analiza.

Kako materijal za izolacija na DNK be{e zemen del od butnata koska, a

dobieniot profil za mtDNK i STR-ite od koskata be{e sporeden so profilite

dobieni od pretpostavenata }erka na pokojnata, edinstvenoto nejzino dete. Od

}erkata, odnosno od referentniot primerok, bea zemeni krv i bris od usnata

sluznica. Postapkata na rabotewe e detalno opi{ana vo Materijal i metodi.
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Pred statisti~kata obrabotka na rezultatite, va`ni se podatocite za

slu~ajot (kriminalisti~kata obrabotka na slu~ajot) i forenzi~kiot naod,

posebno specifi~nite karakteristiki na teloto na le{ot utvrdeni vo tekot na

obdukcijata. Ovie elementi ja davaat prethodnata pretpostavka ”prior

probability”, odnosno verojatnosta teloto koe go identifikuvame da e majka na

pretpostavenata }erka pred da se napravi DNK-testot. Vo konkretniot slu~aj,

prethodnata verojatnost povrzana so prikaznata be{e odredena deka e 50%.

Statisti~kata kalkulacija na dobieniot DNK-rezultat se izvede vrz osnova na

postavena hipoteza, vo konkretniot slu~aj hipotezata e deka le{ot e majka na

pretpostavenata }erka ili deka ne se vo krvno srodstvo. Po napravenata

statisti~ka kalkulacija na dobienite DNK-profili, prethodno odredenata

verojatnost i postavenata hipoteza

D:M+Man

/

so DNAVIEW-programata za STR-ite dobivme Likelihood Ratio LR=188 i krajna

verojatnost ”posterior probability” 99,47%. Likelihood Ratio pretstavuva soodnos na

dve verojatnosti od ist nastan pod razli~ni hipotezi. Za identifikacija,

posterior probability treba da bide minimum 99,9 % za potvrda na hipotezata. Zatoa

be{e potrebno da se napravi analiza na dopolnitelen genetski materijal kaj

primerocite, odnosno be{e napravena analiza na mtDNK bidej}i stanuva{e

zbor za majka i pretpostavena }erka, pa dokolku se biolo{ki povrzani, majkata

i }erkata }e imaat ista mtDNK. Analizata na mtDNK poka`a ist haplotip kaj

majkata i pretpostavenata }erka. Razlikite so Andersonovata sekvenca se

prika`ani vo tabelite 15 i 16.

Tabela 15. Rezultati od analiza na mtDNK-sekvenca za HV1-regionot

HV1 (pozicija 16024-16365)

Andersonova sekvenca 16224

T

16311

T

NN C C

}erka C C
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Tabela 16. Rezultati od analiza na mtDNK-sekvenca za HV2-regionot

HV2 (pozicija 73-340)

Andersonova sekvenca 73

A

94

G

263

A

315.1

-

NN G A G C

}erka G A G C

Rezultatot be{e vklu~en vo statisti~kata presmetka na toj na~in {to

posterior probability od analizata na STR-ite sega e prior probability za mtDNK,

odnosno 0,994 posterior za STR-i, e prior za mtDNK. LR za mtDNK se presmetuva

od EMPOP-bazata na podatoci za mtDNK i vo konkretniot slu~aj dobivme

vrednost 201. Ako presmetame:

LRc=LRstr x LRmtdna= 188 h 201= 37788

PPc= LRc x prior/ LRc x prior + (1-prior) x 100%

= 37788x 0,994/ 37788 x 0,994 + 0,006 x 100%

= 37561,272/37561,278 x 100% = 99,99998% ,

se dobi verojatnost od 99,99998%, {to e silen dokaz vo prilog na

hipotezata deka teloto koe go identifikuvame e majka na pretpostavenata

}erka. Na slikite 18, 19 i 20 e prika`an del od analizata na primerokot koska.

Slika 18. ”Surovi” podatoci (raw data) dobieni vo tek na elektroforezata od
mtDNK-primerokot od koska
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Slika 19. Elektroferogram. Prikaz na del od sekvencioniraniot produkt od
mtDNK-primerokot od koska

Slika 20. Na slika 19, prika`ani se polimorfizmite na primerokot od koska
(16224C, 16311C, 73G, 94A, 263G) vo HV1 i HV2-regionot vo sporedba so
Andersonovata sekvenca. Identi~en rezultat e dobien i od analizata na mtDNK
od }erkata.
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2.2. Utvrduvawe na prv stepen krvno srodstvo

Po privatna molba so barawe da se odredi krvno srodstvo, od baratelot

na ekspertizata, odnosno `enata be{e pobarano preku nejziniot brat da

utvrdime dali se brat i sestra ili ne se vo krvno srodstvo, odnosno dali e

posvoeno dete od familijata so koja `iveela. Za re{avawe na ovoj forenzi~ki

slu~aj povtorno be{e neophodna analiza na mtDNK, koja be{e napravena na

na~in opi{an vo Materijal i metodi, bidej}i so analizata na STR-ite po

statisti~ka obrabotka na rezultatot so DNAVIEW-programata, so postavena

hipoteza deka `enata i ma`ot se sestra i brat ili deka ne se vo krvno srodstvo:

S: Ma+Pa
B: Ma+Pa
/

dobivme LR= 27,9 i posterior probability 93%. Za ispolnuvawe na kriteriumot od

99,9% vklu~ivme analiza na mtDNK so koja be{e analizirana nivnata biolo{ka

povrzanost po majka. Razlikite vo sporedba so Andersonovata sekvenca i

dobienite rezultati od analizata na mtDNK na sestrata i bratot se prika`ani

vo tabelite 17 i 18.

Tabela 17. Rezultati od analiza na mtDNK-sekvenca za HV1-regionot

HV1 (pozicija od 16024 do 16365)

Andersonova sekvenca 16069

C

16126

T

16256

C

sestra T C T

brat T C T

Tabela 18. Rezultati od analiza na mtDNK-sekvenca za HV2-regionot

HV2 (pozicija od 73 do 340)

Andersonova sekvenca 73

A

185

G

188

A

228

G

263

A

295

C

315.1

-

sestra G A G A G T C

brat G A G A G T C
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Kako {to mo`e da se vidi od tabelite, kaj sestrata i bratot be{e utvrden

ist haplotip na mtDNK. Polimorfizmite se utvrduvaat pri sporedba so

Andersonovata sekvenca.

Vo statisti~kata presmetka se sumiraat verojatnostite dobieni pri

analiza na STR-i i analiza na mtDNK, odnosno:

LRc=LRstr x LRmtdna= 27,9 h 201= 5608

PPc= LRc x prior/ LRc x prior + (1-prior) x 100%

= 5608x 0,5/ 5608 x 0,5 + 0,5 x 100%

= 99,97%.

Verojatnosta od 99,97% e dovolna za da ja potvrdime postavenata hipoteza

deka licata se so prv stepen na srodstvo, odnosno sestra i brat.
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VI. Zaklu~oci

1. Preku izrabotkata na ovaa doktorska studija be{e vovedena nova

metoda za dobivawe i analiza na humana mitohondrijalna DNK, nasledniot

materijal koj go dobivame od na{ite majki. Ovaa sofisticirana i delikatna za

rabotewe metoda ima primena vo forenzi~kite genetski laboratorii. Vo tekot

na izrabotkata na doktorskata studija, so primena na analiza na mtDNK bea

re{eni forenzi~ki slu~ai kade {to analizata na STR-i ne be{e dovolna za

dobivawe na rezultat so potrebnata statisti~ka verojatnost od 99,9% za

iskoristlivost na rezultatot.

2. Vo doktorskata studija be{e analiziran kontrolniot region na

mtDNK kaj 444 ispitanici koi `iveat vo Republika Makedonija. So analizata

na 444 ispitanici od tri etni~ki grupi od Republika Makedonija, Albanci (148

ispitanici), Turci (150 ispitanici) i Romi (146 ispitanici), za

najpolimorfniot region na mtDNK (kontrolen region) se ovozmo`i

formirawe na baza na podatoci za ovie etni~ki grupi, a so toa i pro{iruvawe

na postojnata baza na podatoci za kontrolniot region na mtDNK koja vo

momentov gi sodr`i samo podatocite za ortodoksnite Makedonci koi `iveat na

teritorijata na Republika Makedonija. Ovaa baza na podatoci se koristi za

dobivawe na pogolema preciznost pri statisti~ka obrabotka na dobienite

rezultati od forenzi~kite genetski ispituvawa. Ovie podatoci }e bidat del od

EMPOP-bazata na podatoci (empop.org) koja sodr`i sekvenci za kontrolniot

region na mtDNK na populacii od site delovi na svetot i e dostapna preku

internet.

3. Analizata na sekvencata na kontrolniot region na mtDNK od trite

etni~ki grupi od Republika Makedonija (148 Albanci, 150 Turci i 146 Romi)

poka`a 108 razli~ni haplotipovi (73%) kaj Albancite, 100 (66,6%) kaj Turcite i

64 (42%) kaj Romite. Od ovde, 87 (80,5%), 74 (74%) i 42 (65.6%) se edinstveni

haplotipovi i haplotipnata raznovidnost e 0.983, 0.986 i 0.966 soodvetno za

albanskata, turskata i romskata grupa na ispitanici.

4. Po napravenata klasifikacija na dobienite haplotipovi vo

haplogrupi kaj trite populacii bea utvrdeni odredeni razliki pome|u

ispitanicite kaj razli~ni grupi. Kaj albanskata i turskata populacija naj~esto

zastapena haplogrupa e haplogrupata H so 43% kaj albanskata i so 40% kaj

turskata populacija. Ovaa haplogrupa e naj~esto zastapena i kaj ostanatite

evropski populacii. Kaj romskata etni~ka grupa od Republika Makedonija,

haplogrupata H e zastapena so 27,3%, dodeka najzastapena e haplogrupata M so

28%. Osven haplogrupata H, kaj albanskata i turskata populacija se zastapeni i

drugite glavni evropski haplogrupi: I, J, K, T, U, V, W i X. Kaj romskata

populacija se zastapeni i haplogrupite: I, J, K, T, U i X.
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5. Od forenzi~ki aspekt, interesno e toa {to etni~kite grupi koi se

analizirani vo ovaa studija imaat razli~na zastapenost na oddelni

haplotipovi. Kaj Albancite najmnogu e zastapena haplogrupata H12 (8,78%), koja

e generalno retko zastapena vo drugi populacii. Objaveni se podatoci za

haplogrupata H12 kaj ortodoksnite Makedonci so zastapenost od 3%, kaj

populacijata od severna Grcija so 1,25% i kaj turskata populaciska grupa od

Republika Makedonija so 3,3%. Kaj Romite so najgolema ~estota e zastapena

haplogrupata M5a1 (13,7%), koja e ~esta vo ju`na Azija, kako i haplogrupata

H7a1a (10,27%).

6. Naodot na pogolemata zastapenost na razli~ni haplogrupi kaj oddelni

populacii vklu~eni vo ovaa studija, kako {to se haplogrupata H12 kaj

albanskata populacija i haplogrupite M5a1 i H7a1a kaj romskata populacija, e

va`en podatok pri analiza na kriminalisti~ki primeroci vo odreduvawe na

identitetot, odnosno pripadnosta na analiziraniot forenzi~ki materijal.

Dokolku pri analiza na biolo{kata traga dobieme nekoja od ovie haplogrupi,

toga{ vo istragata }e se stesni krugot na populacijata kade {to }e se naso~i

istragata ili ponatamo{niot “matching”, odnosno prebaruvaweto }e se naso~i

vo populaciskata grupa koja so najgolema ~estota ja sodr`i odredenata

haplogrupa na biolo{kata traga. Ovoj podatok dobien vo tekot na

istra`uvaweto pretstavuva nau~en pridones za forenzi~kata ekspertiza.

7. So odreduvawe na haplogrupata na mtDNK i dokolku e taa od

haplogrupite koi se karakteristi~ni ili po~esti kaj odredena populaciska

grupa, vodej}i ja istragata vo to~en pravec po dobivaweto na ovie podatoci,

zna~itelno }e se namalat materijalnite tro{oci za forenzi~kata ekspertiza i

}e se zabrza procesot na re{avawe na forenzi~kiot slu~aj.
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